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I  linfociti  Treg  (T  regolatori)  hanno  il  ruolo  di  prevenire  i  meccanismi  di
autoimmunità, mantenendo l'omeostasi immunitaria. Tali cellule esprimono il fattore
di trascrizione Foxp3,  la loro funzione come linfociti infiltranti il tumore, non è stata
ancora chiarita. Il presente studio ha lo scopo di mettere a confronto la presenza dei
linfociti  Treg  in  due  neoplasie  del  cane  a  comportamento  biologico  opposto:
l'istiocitoma  cutaneo,  tumore  benigno  che  spesso  può  regredire  ed  il  melanoma,
tumore  maligno,  spesso  ad  elevato  tasso  metastatico.  Sono  stati  sottoposti  ad
immunoistochimica  14  campioni  di  istiocitoma  e  20  campioni  di  melanoma,
utilizzando  anticorpi  primari  specifici  Anti-CD3,  Anti-CD20  e  Anti-Foxp3.  La
popolazione di istiocitomi ha riportato una media di linfociti T maggiore rispetto a
quella  dei  melanomi;  una  differenza  significativa  è  stata  riscontrata  anche  tra  la
media dei melanomi a sede orale e digitale (generalmente più maligni) e quella dei
melanomi a sede cutanea. Anche i linfociti infiltranti Foxp3+ sono risultati essere
maggiormente  presenti  negli  istiocitomi  rispetto  ai  melanomi;  allo  stesso modo i
melanomi orali e digitali hanno mostrato un maggior numero di linfociti Treg rispetto
ai cutanei. I linfociti CD20+ presentano un simile andamento, ma le differenze tra le
popolazioni non possono essere considerate significative.
Parole chiave: Cane, Foxp3, Immunoistochimica, Istiocitoma, Melanoma,Treg.
Abstract: Treg  (regulatory  T)  lymphocytes  prevent  autoimmune  mechanisms,
maintaining the immune homeostasis.  These cells  express the transcription factor
Foxp3,  however  their  function  as  tumor  infiltrating  lymphocytes,  has  not  been
completely explained. The purpose of this study is to compare the presence of Treg
lymphocytes in two different canine neoplasms with an opposite biologic behavior:
the  cutaneous  histiocytoma,  a  benign  tumor  that  often  can  regress,  and  the
melanoma,  a  malignant  tumor,  often  with  high  metastatic  rate.  14  samples  of
histocytoma  and  20  samples  of  melanoma  has  been  submitted  to
immunohistochemistry, using specific primary antibodies to CD3, CD20 and Foxp3.
The T lymphocyte  population  in  histiocytomas  was higher  than  that  recorded  in
melanomas; a considerable difference has been reported also between oral and digit
melanomas (generally more malignant) and cutaneous melanomas that present higher
CD3 counts. Also infiltrating Foxp3+ lymphocytes are more present in histiocytomas
rather than in melanomas; in addition oral and digit melanomas have shown a higher
number  of  Treg  lymphocytes  compared  to  cutaneous  one.  CD20+  lymphocytes
presented similar trend, but differences between populations were not significant.
Key Words: Dog, Foxp3, Immunohistochemistry, Histiocytoma, Melanoma, Treg.
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PARTE I – Introduzione
1. Premessa
La  risposta  immunitaria  nei  confronti  delle  neoplasie  è  regolata  da  processi
complessi ed è da sempre oggetto di notevole interesse scientifico. L'evoluzione del
tumore  è  influenzata  dalla  sua  capacità  di  rompere  l'equilibrio  immunitario
dell'ospite. La cosiddetta “sorveglianza immunitaria” è essenziale nella prevenzione
dello sviluppo e della progressione di un tumore. In condizioni fisiologiche infatti, il
sistema immunitario ed in particolare i linfociti T, provvedono a contrastare le cellule
tumorali.  Tuttavia le modalità con cui questi processi si realizzano non sono stati
ancora compresi totalmente.
In particolare la sorveglianza si basa sul riconoscimento degli antigeni associati al
tumore  o  TAA (tumor-associated-antigen),  cioè  peptidi  presentati  dai  complessi
maggiori di istocompatibilità MHC I, espressi sulla superficie delle cellule tumorali
(Khong et. al., 2004).
Esistono tre tipi di TAA: 
– “neoantigeni”:  originano  dalla  trasformazione  o  la  mutazione  dei  virus,
oppure dalle anomalie cromosomiche delle cellule neoplastiche. L'ospite non
dimostra tolleranza verso essi;
– “antigeni-self”:  marker  di  proliferazione  e  differenziazione  sovraespressi
dalle  cellule  tumorali,  o  antigeni  embrionali  che  presentano  anomalie  (in
seguito  a  cambiamenti  epigenetici),  o  antigeni  di  cellule  tumorali
dedifferenziate. L'ospite dimostra tolleranza verso essi;
– “antigeni-self modificati”: antigeni-self che hanno subito delle modificazioni
per cause diverse, ad esempio disturbi metabolici. 
I linfociti T che dimostrano elevata affinità verso i recettori MHC-antigeni-self, sono
eliminati  nel  timo per  stabilire  una “tolleranza  centrale”.  I  linfociti  T che  hanno
invece una bassa affinità, sono regolati da un meccanismo di “tolleranza periferica”;
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devono quindi essere attivate dalle cellule APC (Antigen Presenting Cells) (Topfer et.
al., 2011). 
In genere esse sono Cellule Dendritiche ed in seguito all'incontro con l'antigene e
tramite l'attivazione dei tool-like receptors (TLRs), attivano i linfociti T citotossici
CD8+ ed i linfociti  T CD4+. Le cellule neoplastiche che vanno incontro a morte
possono rilasciare dei fattori che prendono il nome di “damage-associated molecular
pattern” (DAMP); essi codificano dei segnali per le cellule dendritiche che possono
rompere  la  tolleranza  periferica  delle  cellule  T.  Al  contrario,  quando  le  cellule
dendritiche non ricevono il segnale DAMP, non si verifica l'attivazione delle cellule
T. Le cellule T riconoscono il complesso MHC-peptide sulla superficie delle cellule
dendritiche,  ma  diventano  anergiche  ed  eventualmente  possono  anche  andare
incontro ad apoptosi (Garg et. al., 2013). 
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Fig. 1: T-cell conversion from anergic to an activated status upon immunogenic 
cell death of tumor cells (Topfer, 2011).
Le  cellule  T  attivate  in  maniera  specifica  dal  tumore,  reclutate  dalle  cellule
dendritiche, possono localizzarsi anche all'interno di esso. Queste cellule prendono il
nome di linfociti infiltranti il tumore (TILs) (Topfer et. al., 2011).
In alcuni tumori queste cellule sono state associate con una maggiore probabilità di
sopravvivenza, tuttavia non possono essere associati in maniera inequivocabile ad
una  risposta  immunitaria  efficiente;  infatti  i  meccanismi  con  i  quali  le  cellule
tumorali sfuggono al sistema immunitario sono molteplici (Nishikawa e Sakaguchi,
2010).
Lo studio in seguito illustrato prende in considerazione i linfociti infiltranti di due
neoplasie: il melanoma e l'istiocitoma cutaneo. I comportamenti biologici e quindi
l'immunogenicità di questi due tumori, possono essere talmente diversi tra di loro, da
potersi considerare agli antipodi: da un lato il melanoma può arrivare ad avere un
grado di malignità elevato ed una grande tendenza alla metastatizzazione; dall'altro
l'istiocitoma,  che  nella  maggior  parte  dei  casi  ha  comportamento  benigno,  può
arrivare ad una regressione spontanea.
In  particolare  l'attenzione  è  incentrata  su  una  sottopopolazione  di  linfociti  T,
denominati  Treg,  coinvolti  nel  mantenimento della  tolleranza immunitaria  e nella
risposta anti-tumorale (Nishikawa e Sakaguchi, 2010). 
2. Il melanoma
2.1  Generalità
Il melanoma è un tumore riscontrabile in diverse specie animali, con caratteristiche
molto variabili.
Il melanoma equino è una delle neoplasie animali da più tempo conosciute, esso si
manifesta  prevalentemente  nei  cavalli  anziani  e  appartenenti  alle  razze  Araba  e
Percheron a mantello grigio o a mantello che con l’età diventa grigio pomellato. La
relazione  tra il colore del mantello e lo sviluppo di melanomi è ormai accertata. I
risultati sono invece discordanti per ciò che riguarda la malignità; in letteratura è
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riportato che il 66% dei melanomi equini possano diventare maligni (Metcalfe et. al.,
2013), tuttavia altri riportano che il dato può non essere affidabile in quanto spesso i
melanomi benigni non vengono segnalati (Gillivray, 2002). 
Nel suino l’incidenza è variabile, ma un caso particolare è quello della razza Sinclair
che sviluppa una forma di melanoma congenita e molto aggressiva che può in alcuni
casi regredire dopo una fase metastatica; ciò è dovuto probabilmente ad un sistema
immunitario  che  si  sviluppa  nel  tempo  ed  ad  una  risposta  cellulo-mediata  più
efficiente che attacca i melanociti metastatici. Questa forma si sviluppa in utero o
nelle prime sei settimane di vita ed è dovuta a geni che mostrano per più dell’80%
sequenze espresse anche in casi di melanoma umani (Okomo et. al., 2012). Anche in
Medicina Umana numerosi sono gli studi genetici sui pazienti affetti da melanoma
che stanno cercando di dimostrare una relazione, pur con risultati contrastanti, tra la
mutazione dei geni BRAF e NRAS e la prognosi della neoplasia con l'intento di
trovare  un  nuovo  approccio  terapeutico  (Jakob  et.  al., 2012);  (Meckbach  et.  al.,
2014). Date le caratteristiche simili,  il  melanoma umano è studiato sulla base del
melanoma del cane, tanto che esso può essere considerato un “modello preclinico”. 
Nel cane il melanoma compare più raramente in siti soggetti a esposizione solare
rispetto all'uomo; tuttavia la forma benigna del cane presenta delle analogie con i
nevi umani intesi come melanomi primari che possono diffondere metastasi in altre
sedi.  Nonostante ciò è  il  melanoma orale  canino ad essere preso come “modello
preclinico”  dato  che  i  tratti  istopatologici  e  clinici  si  avvicinano  al  melanoma
mucosale umano (Simpson et. al., 2013). Probabilmente è proprio questo il motivo
per cui in Veterinaria la specie più studiata per tale neoplasia è proprio il cane.
2.2  Patogenesi
Il  melanoma  maligno  è  classificato  dall'OMS tra  i  tumori  melanotici  insieme  a:
iperplasia melanocitica o lentigo, melanocitoma o melanoma dermico benigno e il
melanoacantoma.
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Il melanoma è un tumore che prende origine dai melanociti dermici, epidermici e
dall'epitelio della mucosa e della sottomucosa buccale. I melanociti sono cellule di
origine dendritica che si generano allo stadio di gastrula; in questo stadio dalla cresta
neurale  prendono  origine  i  precursori  dei  melanociti  gliali,  i  melanoblasti
indifferenziati (precursori non pigmentati), che da qui migrano verso l'epidermide e i
follicoli piliferi. La loro localizzazione finale è tra i cheratinociti basali cutanei ed i
bulbi  piliferi  sottoforma di  cellule  staminali  (melanocyte  stem cells,  MSCs)  che
assicurano la continua generazione di melanociti. 
A differenza dei melanoblasti i melanociti sono in grado di sintetizzare e trasferire
melanina ai cheratinociti adiacenti. 
In condizioni fisiologiche la melanina non è trattenuta all'interno dei melanociti; essa
è  contenuta  nei  melanosomi  e  trasferita  attraverso  i  processi  dendritici  ai
cheratinociti. 
In condizioni patologiche i melanociti da cellule non pigmentate e ben separate tra di
loro divengono cellule pigmentate e raggruppate in clusters. 
Altri siti in cui si possono ritrovare sono l'iride, la coroide e la coclea.
La loro  capacità  di  sintetizzare  pigmento  è  influenzata  da  diversi  elementi  come
l'ambiente, fattori genetici e fattori endocrini. 
La  melanina  è  sintetizzata  dai  melanosomi  grazie  ad una  cascata  enzimatica  che
coinvolge: tirosinasi, TYRP-1 (tyrosinase related protein 1), TYRP-2 o DCT (dopa
chrome tautomerase). 
Il ruolo di tale cascata è l'assorbimento di radiazioni ultraviolette in maniera tale da
ridurre i danni al DNA e il rischio di instabilità genomica.
Il  trasduttore  centrale  per  la  produzione  del  pigmento  è  la  p53,  che  attivata  nei
cheratinociti  sotto  lo  stimolo  di  UVR,  promuove  la  produzione  di
proopiomelnocortina (POMC).
Lo sviluppo dei melanociti e la regolazione di essi avviene ad opera di diversi fattori.
Il primo stadio prevede il segnale Wnt (Wingless signaling); è un gruppo di proteine
transmembrana che agisce nel passaggio da cellule progenitrici a melanociti, dopo la
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migrazione delle cellule e durante la differenziazione dei melanoblasti.  Attraverso
tale segnale si attiva la  β-caderina, la quale in concomitanza con SOX10 e PAX3
promuove l'espressione del gene MITF. Al contrario il segnale NOTCH (promotore
della  proliferazione  cellulare  durante  la  neurogenesi)  annulla  l'azione  della  β-
caderina.
L'importanza dell'attivazione del gene MITF risiede nel fatto che essa promuove la
differenziazione e la sopravvivena dei melanociti; attiva a sua volta l'espressione dei
geni  DCT  (dopachrome  tautomerase)  e  della  tirosinasi  che  promuovono  la
produzione di pigmento e del gene anti-apoptosi BCL-2.
Altri geni coinvolti nella patogenesi sono: il gene KIT che influisce sullo sviluppo, la
migrazione e la sopravvivenza dei melanociti e i geni EDRNA e EDNRB (G-coupled
receptor)  essenziali  per  la  sopravvivenza  e  la  migrazione  dei  melanoblasti.  La
mutazione di tali geni provoca nel caso del gene KIT il fallimento nella migrazione
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F  ig. 2: MITF expression is induced by SOX10, PAX3, and Wnt/β-catenin 
pathways.The induction of MITF promoter by β-catenin is counteractedby NOTCH 
signaling. MITF induces the expression of genes codingfor anti-apoptotic (BCL-2) 
and melanin producing (DCT and tyrosinase)molecules
dei melanociti e la loro apoptosi, nel caso dei geni EDRNA e EDRNB il fallimento
della migrazione dei melanoblasti che si traduce in una drammatica riduzione del
numero dei melanociti (Regad, 2013).
Gli ormoni coinvolti nel processo di patogenesi sono ACTH e MSH. L'ormone MSH
attiva i  recettori  MCR1. Si instaura una cascata enzimatica che coinvolge cAMP,
chinasi A e PKA/CREB, i quali aumentano la trascrizione di MITF. MITF ha un
ruolo importante per la produzione di melanina e per la regolazione dei geni nella
biogenesi  dei  melanosomi.  La  proliferazione  dei  melanociti  (che  aumenta  con
l'esposizione a UVR) non è regolata solo da MSH, ma anche da altri fattori che sono:
GM-CSF,  steel  factor,  LIF  (leukemia  inhibitory  factor),  bFGF  (basic  fibroblast-
growth factor), HGF (hepatocyte growth factor). 
In Medicina Umana è stato studiato il gene BRAF il quale può essere attivato da
diversi stimoli; tra questi anche il legame tra un fattore di crescita e il recettore della
tirosina chinasi o i recettori delle G-protein coupled. Esso è implicato nell'attivazione
del processo MSH/cAMP.
Anche se l'eziologia non è chiara, studi su melanomi cutanei umani e su melanomi
diagnosticati in capre D'Angora hanno dimostrato l'influenza delle radiazioni solari
UVA e UVB sulle mutazioni genetiche come fattori di iniziazione nella patogenesi
del melanoma. In Medicina Umana il precursore della maggior parte dei melanomi è
considerato il nevo displastico mentre tale criterio non viene utilizzato in Medicina
Veterinaria. Una piccola parte di melanomi umani ha invece come precursore il nevo
gigante congenito; in linea di massima non si rilevano casi analoghi negli animali,
ma una lesione simile su un golden retriever è riportata in letteratura (Smith, 2002).
I fattori che agiscono come promotori del processo patologico possono essere: un
trauma cronico,  esposizione ad agenti  chimici,  ormoni,  infezioni  e  altre  cause di
iperplasia  reattiva.  Le  conseguenze  di  tali  azioni  sono  la  distruzione  delle  gap-
junction intercellulari, la stimolazione delle cellule mutate e l'opportunità di ulteriori
mutazioni.
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2.3  Aspetti clinici
Le localizzazioni più frequenti sono: la mucosa orale, le labbra, la testa, le dita, gli
arti, lo scroto, occasionalmente a livello anale e perianale e del tronco. 
2.3. a  Melanoma orale
Quando  il  melanoma  insorge  in  cavità  orale  i  sintomi  sono:  disfagia,  alitosi,
ptialismo, sanguinamento, occasionale frattura della mandibola (in quanto il tumore
invade l'osso sottostante e può  determinare lisi a livello di mandibola e mascella) e
talvolta  coinvolgimento  dell'occhio  (esoftalmo)  che  può  sfociare  in  cecità.
Macroscopicamente  si  possono  presentare  come  lesioni  nodulari  più  o  meno
delimitate e più o meno ulcerate, pigmentate o non pigmentate; il colore può variare
dal  grigio,  bruno  o  nero  ma  anche  rossastro  quando  il  tumore  non  presenta
pigmentazione melanica nel caso in cui il melanoma sia amelanotico. Tuttavia anche
il tessuto di granulazione di colore rossastro può mascherare i pigmenti di melanina.
Da quanto affermato dall'OMS nel 2003 l'intensità della  pigmentazione non ha alcun
significato prognostico. Una volta che il melanoma raggiunge la cavità orale il tempo
di sopravvivenza tende ad essere breve in quanto la neoplasia è molto aggressiva ed
invasiva; la percentuale di metastatizzazione varia dal 70% al 90% , la diffusione può
essere  linfatica  o  ematogena  e  si  interessa  prevalentemente  linfonodi  e  fegato
(Regad, 2013).
I cani più colpiti hanno età comprese tra 8 e 11 anni (Teixeira et. al. 2013) ed il
rischio aumenta con l'avanzare dell'età. Sono predisposte le razze con mucosa orale
molto  pigmentata:  Cocker  Spaniel,  Bassotto,  Chow  Chow,  Golden  Retriever,
Pechinese, Barboncino, Terrier scozzese, Gordon Setter. I siti più interessati sono la
mucosa buccale e alveolare e la gengiva mandibolare; meno frequenti le guance, il
palato, le gengive e la lingua. Il decorso del melanoma è imprevedibile anche se in
linea di massima più ci si allontana dai denti, più la prognosi migliora; un melanoma
a  livello  della  giunzione  mucocutanea  labiale  è  meno  aggressivo  rispetto  ad  un
melanoma della mucosa alveolare. Inoltre la localizzazione rostrale è più favorevole
rispetto a quella aborale (Marconato, Amadori, 2012).
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La classificazione più attendibile per il melanoma orale canino è quella della WHO
(World Health Organization) che stabilisce quattro stadi di melanoma orale; stadio I:
lesioni di diametro < 2 cm, stadio II: lesione di diametro compreso tra 2 e 4 cm,
stadio III:  diametro > 4 cm o maggiore e/o con metastasi  linfonodali,  stadio IV:
presenza di metastasi distanti. Tuttavia non si fa riferimento solo alle dimensioni ma
anche ad altri criteri in seguito riportati.
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Fig. 3: Involvement of epithelial–mesenchymal transition (EMT) in melanoma 
progression: a) During embryonic development, epithelial cells lose their 
adherent junctions, which result in the production of highly migrating cells with 
mesenchymal characteristics, necessary for embryogenesis; b) In melanoma, 
under the influenceof EMT signals cells undergo EMT with the generation of 
highly invasive and metastatic mesenchymal cells that reach other organs, 
convert to carcinoma cells in a process called mesenchymal–epithelial 
transition(MET) (Regad,2013).
World Health Organisation TNMa (Tumor, Node, Metastasis) staging scheme
for dogs with oral melanoma. (Brockley et. al., 2013 )
T: Tumore Primario
T1 Tumore di diametro <2 cm 
T2 Tumore di diametro 2–4 cm
T3 Tumore di diametro >4 cm
N: Linfonodi regionali
N0 assenza di coinvolgimento linfonodale
N1 coinvolgimento dei linfonodi regionali rilevato istologicamente/citologicamente
N2 linfonodi maggiormente coinvolti
M: Presenza di Metastasi
M0 Assenza di metastasi
M1 Presenza di metastasi
Stadio I T1 N0 M0
Stadio II T2 N0 M0
Stadio III T2 N1 M0 or T3 N0 M0
Stadio IV  T (qualsiasi grado), N (qualsiasi grado), and M1
La sopravvivenza in seguito a chirurgia è stimata per lo stadio I 17-18 mesi, stadio II
5-6 mesi e stadio III 3 mesi. Per quanto riguarda il potenziale metastatico invece
sembra che quello dei linguali sia maggiore rispetto agli altri melanomi orali. Quindi
i criteri di valutazione di un melanoma orale sono: il sito, le dimensioni, lo stadio e le
caratteristiche istologiche.
Tuttavia  a  volte  pur  conoscendo  tutti  questi  fattori  il  tumore  può  avere  un
comportamento imprevedibile. In ordine decrescente di frequenza i melanomi orali si
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presentano nel seguente ordine: gengiva, labbra, lingua e palato duro  (Bergman et.
al., 2007). 
2.3 c  Melanoma oculare
I melanomi possono insorgere anche a livello oculare. Essi si ritrovano raramente
sulla  congiuntiva  e  preferenzialmente  sulla  membrana  nittitante;  in  questa  sede
presentano comportamento più aggressivo, in quanto tendono ad invadere l'orbita e
ad avere elevato tasso metastatico. Possono essere più o meno pigmentati, nodulari o
multinodulari ed interessano prevalentemente soggetti anziani. I sintomi sono epifora
e scolo mucopurulento da differenziare con quelli del carcinoma squamocellulare che
provoca  congiuntivite  con  epifora  di  colore  marrone  caratteristico.  Sembrano
predisposti  i  cani  di  razza  weimaraner.  Importante  è  distinguere  il  melanoma
congiuntivale  dal  melanoma  epibulbare  o  del  limbo  in  quanto  presentano
comportamenti biologici differenti. 
A livello del globo oculare invece si localizza più frequentemente a livello dell'uvea
anteriore,  dell'iride e del corpo ciliare.  Rappresenta il  20% dei  tumori melanotici
intraoculari, ma raramente le loro metastasi compromettono la qualità della vita del
cane.  In  genere  si  presenta  come  una  massa  intraoculare  o  sclerale  che
secondariamente  comporta  ifema,  uveite,  glaucoma  per  chiusura  dell'angolo
iridocorneale. Il melanoma uveale può penetrare nella sclera simulando un melanoma
epibulbare dal quale deve essere distinto (Bergman, 2007).
Il  melanoma  epibulbare  può  interessare  soggetti  più  giovani  (2-4  anni),  con
caratteristiche di invasività e e crescita rapida, oppure soggetti più anziani (8-11 anni)
in cui è un reperto accidentale. 
Le razze predisposte sono: pastore tedesco, cocker, labrador retriever, barboncino.
Origina  dal  tessuto  pigmentato  della  giunzione  corneosclerale  e  può  essere
pigmentato o amelanotico,  ma non provoca dolore o scolo oculare.  Può invadere
secondariamente la cornea senza invadere altre strutture (Bergman, 2007). 
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2.3 d  Melanoma cutaneo
Il melanoma cutaneo colpisce in media cani di 10 anni e con maggiore frequenza
soggetti con cute pigmentata. Le lesioni benigne, melanomi dermici o melanocitomi,
in genere sono ben circoscritte, a cupola e di diametro < 2 cm, mobili, non ulcerate e
a lento accrescimento; può essere pigmentato o privo di pigmento, duro e mobile.
Nella maggior parte di questi casi il tumore non metastatizza. Il melanoma maligno
invece  cresce  più  rapidamente,  ha  diametro  >  2  cm  e  tende  a  metastatizzare  a
linfonodi  regionali  e  polmoni.  Un  caso  particolare  è  il  melanoma  subungueale,
considerato insieme a quella orale il più maligno; la neoplasia si sviluppa a partire
dalla  zona  germinativa  del  letto  ungueale  per  cui  si  manifesta  una  deformazione
dell'unghia; come il melanoma orale anche il digitale può coinvolgere l'osso con lisi
della  falange  e  la  tendenza  alla  metastatizzazione  è  elevata,  principalmente  a
linfonodi e polmoni. Più in generale il melanoma digitale è molto aggressivo, il 50%
dei soggetti muore per metastasi; sono predisposti schnauzer e setter irlandesi. Anche
per questa localizzazione esiste una classificazione WHO che stabilisce: T1= < 2 cm;
T2= 2-5 cm e minima invasione; T3= > 5 cm; T4= presenza di invasione delle ossa
(Bergman, 2007). 
2.3 e  Valutazione
Nella valutazione del melanoma la localizzazione è un elemento molto importante e
legato alla prognosi. Nello specifico i melanomi di lingua, gengiva, palato e faringe
sono considerati i più letali; quelli degli arti nella regione distale al carpo e al tarso,
delle mucose, la superficie delle labbra hanno percentuali di mortalità simili tra loro
e  inferiori  rispetto  ai  precedenti;  i  cutanei  hanno  tasso  di  mortalità  più  basso
(Spangler, 2006). Nell'analisi di tali dati bisogna però considerare che il tempo di
sopravvivenza più lungo rilevato in caso di melanoma in sedi diverse da quella orale,
è dovuto anche al  fatto che esse sono più facilmente apprezzabili  dai proprietari.
Infatti  più  la  diagnosi  è  precoce  maggiori  saranno  le  possibilità  di  una  prognosi
migliore.
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2.4  Diagnosi
La localizzazione può influenzare anche il percorso diagnostico. Di fronte ad una
neoplasia  buccale  a  differenza  di  altri  tumori  mesenchimali  dall'agoaspirazione
eseguita  su  melanoma si  ottiene  un  numero significativo  di  cellule  da  sottoporre
all'esame  citologico.  Spesso  si  ritrovano  cellule  epitelioidi  e  fusate  disposte
singolarmente o in cluster che contengono granuli di melanina che possono rendere
non visibile  il  nucleo;  inoltre  la  presenza  di  cellule  pigmentate  non è comunque
indice di melanoma, così come la presenza di melanofagi, riscontrabile anche in altre
lesioni. Le cellule possono anche essere prive di pigmento o contenerne poco in caso
di  melanoma  scarsamente  differenziato  ed  essere  estremamente  pleomorfe  (Poli,
2007)
La  variabilità  degli  esami  citologici  e  la  somiglianza  dei  melanomi  con  tumori
epiteliali e sarcomi rende tale esame non indicato per questo caso. L'unico esame che
ci permette di formulare una diagnosi certa è l'esame istologico; tuttavia prima di
arrivare a questo bisogna valutare se è possibile eseguire una chirurgia in base a due
elementi fondamentali:
-l'aspetto  della  neoplasia:  presenza  di  ulcerazione,  necrosi,  presenza  di  margini
idonei all'escissione chirurgica;
-stadiazione attraverso esame radiografico (compresa rx del cranio) ed ecografico.
Sarebbe  bene  valutare  anche  il  linfonodo  satellite  tramite  ecografia  o
linfoscintigrafia. Dato che non esistono correlazioni tra dimensioni del linfonodo e
presenza  di  metastasi  è  sempre  indicato  anche  l'esame  istologico  del  linfonodo
(Marconato, 2012). 
Anche nel caso di melanomi cutanei l'esame citologico pur essendo meno invasivo,
presenta dei limiti. In caso di lesioni pigmentate può indirizzare verso una diagnosi
di  lesione  melanocitica  differenziandola  da  altre  forme  come:  tricoblastoma,
tricoepitelioma,  neoplasie  delle  ghiandole  sebacee,  basalioma;  tuttavia  se  il
melanoma è amelanotico o poco pigmentato l'esame citologico non permette di fare
una  distinzione  con  altre  neoplasie  come:  mastocitoma  indifferenziato,  sarcoma
anaplastico, plasmocitoma. I melanociti hanno forma rotondeggiante, nucleo ovale e
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citoplasma ripieno di fini granuli tondeggianti o bastoncellari talvolta aggregati in
zolle che possono anche oscurare completamente il nucleo. Tuttavia i melanociti non
sempre sono cellule isolate e rotonde, ma possono anche disporsi in pseudoaggregati
epitelioidi od avere profilo fusato o stellato. I melanomi amelanotici possono essere
difficili  da  diagnosticare;  un  ausilio  può  essere  la  presenza  di  melanofagi  nel
preparato.  Essi  presentano  cormatina  nel  nucleo,  vacuoli  citoplasmatici  e  zolle
grossolane di pigmento. Il riconoscimento dei melanofagi con significato diagnostico
è  però  difficoltoso  in  due  casi:  quando  il  pigmento  oscura  il  nucleo  e  quando
l'agoaspirazione viene eseguita in animali con mantello pigmentato; in questo ultimo
caso la presenza di melanofagi non sottointende che le cellule neoplastiche siano
melanociti,  la  neoplasia  può  essere  di  altra  natura  e  può  essere  avvenuta
un'incontinenza pigmentaria (Albanese, 2010). 
In conclusione anche in questo caso è sempre bene fare una stadiazione completa di
esame  radiografico,  palpazione  dei  linfonodi  ed  ecografia  addominale.  Utile  può
essere l'esame citologico dei linfonodi regionali e  a livello viscerale.
Lo stesso approccio può essere valido per  il  melanoma subungueale,  ma l'esame
citologico in questo caso è ancora meno significativo, in quanto la contaminazione
18
Immagine 1. Citologia di melanoma, Obiettivo 100X.
ematica e una contaminazione da infezioni secondarie (spesso presenti in questi casi)
non rendono possibile la lettura dello striscio. Il melanoma subungueale deve essere
differenziato dal carcinoma squamoso con il quale ha caratteristiche macroscopiche e
radiografche in comune (Meuten, 2002.).
A livello oculare l'esame citologico del melanoma raramente è diagnostico. Si esegue
un esame oftalmologico completo e una stadiazione che prevede l'esame citologico
dei linfonodi regionali e la radiografia del cranio; utile è anche la TC per escludere il
coinvolgimento  delle  strutture  extraoculari  (più  frequente  nel  carcinoma
squamocellulare).  Importante  è  distinguere  un  melanoma  epibulbare  che  può
invadere la cornea da un melanoma intraoculare che si estende esternamente. A tal
proprosito  è  utile  fare  un  esame  gonioscopico  per  idendificare  l'eventuale
coinvolgimento dell'angolo di drenaggio e della base dell'iride; se è uveale è presente
invasione  dell'angolo,  mentre  se  è  epibulbare  l'angolo  è  compresso  senza  essere
infiltrato. L'importanza di questa differenziazione è legata a una diversa prognosi e
terapia. La diagnosi definitiva anche in questo caso è affidata all'esame istologico.
2.5  Esame Istologico
Istologicamente si possono distinguere tre tipi principali di melanoma:
– epitelioide:  è  costituito  da  cellule  rotondeggianti,  a  margini  discreti,  con
citoplasma abbondante, i nuclei sono grandi e i nucleoli prominenti; queste
cellule  possono  presentare  un  comportamento  “pagetoide”,  cioè  una
proliferazione  discontinua  dei  melanociti,  che  possono  essere  disposti
singolarmente  o  in  clusters  di  due-tre  cellule;  tale  caratteristica  è
maggiormente  riscontrabile  nella  regione  di  mucosa  a  contatto  con  la
sottomucosa;
– a cellule fusate: le cellule sono raggruppate, la disposizione è simile a quella
del fibrosarcoma e del neurofibrosarcoma, ma i nuclei tendono ad essere più
grandi e i nucleoli più prominenti. Il comportamento pagetoide in questo caso
non è riscontrabile;
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– misto: sono presenti sia cellule con morfologia epiteliode che fusata.
Un caso particolare è quello dei melanomi cutanei, tra i quali è stato individuato un
quarto  tipo,  il  dendritico.  Esso  è  costituito  da  cellule  fusate  raggruppate  e
strettamente adese tra di loro (a comportamento più frequentemente maligno) o con
aspetto  a  impronta  digitale  (a  comportamento  più  frequentemente  benigno).  Un
ultimo tipo più raramente riscontrabile è quello a cellule chiare detto anche balloon
cells type; può essere rilevato nel caso di melanoma orale canino o nel melanoma
cutaneo  felino.  In  tal  caso  le  cellule  sono  finemente  granulari,  debolmente
eosinofiliche  e  con  citoplasma  opaco;  i  nuclei  sono  rotondeggianti  con  grado
variabile  di  anisocariosi,  i  nucleoli  sono  prominenti  e  la  cromatina  è  marginata.
Recentemente è stato descritto anche un tipo di melanoma orale del cane denominato
forma adenoide papillare, precedentemente descritto solo nell'uomo. Tale sottotipo
presenta delle cellule raggruppate in strutture acinari con un lume centrale (Smith et.
al., 2002).
I melanomi possono essere ulteriormente classificati in melanotici e amelanotici a
seconda  della  presenza  o  dell'assenza  di  melanina.  La  diagnosi  di  melanoma
amelanotico può essere difficoltosa sia nel caso di un melanoma fusato che di un
melanoma  epiteliode  in  quanto  in  entrambi  sono  numerose  le  somiglianze
morfologiche  con  altre  neoplasie.  In  questo  caso  la  conferma  è  data
dall'Immunoistochimica.  Tuttavia  il  tipo  di  melanoma  non  può  essere  correlato
univocamente al comportamento biologico e alla malignità del tumore.
Nel corso degli anni numerosi sono stati i tentativi di stabilire dei criteri di malignità
per tale neoplasia. Oltre all'importanza della localizzazione vista in precedenza, sono
stati stabiliti anche criteri istologici, il primo dei quali è l'indice mitotico. Per quanto
riguarda  i  melanomi  cutanei  e  oculari  la  WHO's  Histologic  Classification  of
Epithelial  and Melanocytic  Skin Tumors of Domestic  Animals  ha stabilito che la
presenza  di  tre  o  quattro  mitosi  per  campo può essere considerato un criterio  di
malignità (Smith et. al., 2002). Tuttavia bisogna porre attenzione nel conteggio delle
mitosi,  le  quali  possono  essere  confuse  con  i  nuclei  picnotici  e  quelli  piccoli
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ipercromici delle cellule fusate che supportano lo stroma. Per ovviare a tale problema
una soluzione efficace è applicare la tecnica di “bleaching” alle sezioni.
Ad esempio l'indice mitotico di un melanoma intraoculare che ha già dato origine a
metastasi è in genere >4 per campo, mentre è <2 nel caso di melanocitoma. Tuttavia
il  criterio  di  malignità  più  importante,  considerato  il  gold  standard,  è  l'invasione
linfatica e vascolare. Tra caratteristiche istologiche correlate alla malignità, oltre alla
presenza  di  ulcerazione  e  necrosi,  è  stata  studiata  anche l'attività  giunzionale.  In
passato non è stata considerata tra gli indici di malignità, in quanto la presenza o
l'assenza di attività giunzionale non è specifica di melanoma, ma è rilevabile anche
nel  melanocitoma (Smith et.  al., 2002).  In  realtà  è  stata  recentemente  dimostrata
l'importanza dell'attività giunzionale in uno studio che mette a confronto melanomi
melanotici e amelanotici.  Tale studio ha evidenziato che il melanoma amelanotico
orale  presenta  un  comportamento  biologico  più  aggressivo  rispetto  a  quello
melanotico,  in  quanto  ha  una  crescita  più  rapida  e  una  maggiore  percentuale  di
metastatizzazione a fegato e linfonodi. Inizialmente era stata formulata l'ipotesi che i
proprietari si potessero accorgere prima di un melanoma melanotico rispetto ad un
amelanotico  per  le  sue  caratteristiche  più  evidenti.  In  realtà  dopo  lo  studio  del
comportamento  clinico  e  biologico  in  entrambi  i  casi  l'ipotesi  è  stata  scartata.  Il
tempo di  crescita  del  melanoma melanotico è  in  media 90 giorni,  del  melanoma
amelanotico è 45-60 giorni. Questo fattore è stato giustificato dalla ridotta capacità di
comunicazione delle cellule che può portare ad una maggiore proliferazione delle
stesse.  Le  analisi  sono  state  eseguite  attraverso  Western  Blot  confermato  da
immunofluorescenza.  I  tumori  amelanotici  mostrano una ridotta  espressione delle
connexina  26  e  43  rispetto  ai  melanotici;  inoltre  esse  sono  localizzate  a  livello
intracitoplasmatico, segno di una distruzione delle gap junction. Ciò si traduce in una
diminuzione  della  capacità  di  comunicazione  tra  le  cellule.  Anche  se  i  risultati
necessitano di conferme, sembra che la riduzione della Cx 43 possa essere associata
alla presenza di metastasi; per Cx 26 i risultati sono invece contrastanti (Teixeira et.
al., 2014).
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All'esame  immunoistochimico  i  melanomi  risultano  vimentina  positivi  e
citocheratina  negativi.  Le  citocheratine  fanno  parte  di  un  gruppo  numeroso  di
molecole  prodotto  dalle  cellule  epiteliali,  tuttavia  sono  markers  aspecifici.  La
vimentina è invece un marker per i tumori mesenchimali.  Tali  caratteristiche non
sono però discriminanti per la diagnosi definitiva di melanoma perchè comuni anche
ad altre neoplasie, in particolare il sarcoma. Il melanoma risulta anche essere S-100
positivo, ma lo stesso vale per altri tumori. S-100 racchiude un numeroso gruppo di
proteine  con  numerose  funzioni  cellulari  (non  sono  coinvolte  solo  in  processi
tumorali ma anche in altre patologie come cardiomiopatie e disordini neurologici). Il
test  più  specifico  è  considerato  tuttavia  il  Melan-A,  una  proteina  con  funzione
sconosciuta  che  elicita  una risposta  T-citotossica,  alla  quale  i  melanomi risultano
positivi. Melan-A non è correlato con la prognosi della neoplasia o con il grado di
pigmentazione; i risultati degli studi condotti su questi elementi sono contrastanti ma
tale marker può essere significativo se eseguito in concomitanza al marker S-100 su
tumori la cui diagnosi non è certa. L'immunoistochimica è comunque l'esame più
importante da eseguire soprattutto in caso di diagnosi non certa. Uno dei test più
tradizionali (ormai sostituiti dall'immunoistochimica) è il DOPA test.  Esso si basa
sulla sostituzione della tirosina con la diidrossifenilalanina e la sua conversione in
una  sostanza  indistinguibile  dalla  melanina  ad  opera  della  DOPA ossidasi.  Nelle
cellule del melanoma amelanotico tale reazione è resa visibile dalla formazione di
pigmento  marrone-nero  nel  citoplasma.  Il  limite  di  tale  esame è  che deve  essere
eseguito su sezioni fresche (Choi e Kusewitt, 2003). 
2.6  Terapia
Una volta analizzate le condizioni del paziente ed eseguita la stadiazione, la fase più
importante è rappresentata dalla valutazione chirurgica. Innanzi tutto si stabilisce se
la neoplasia ha possibilità di  essere asportata o meno ed anche in questo caso la
localizzazione è l'elemento discriminante. 
Quando la neoplasia viene valutata operabile può essere eseguita una chirurgia o una
criochirurgia.  Risulta  essenziale  la  rimozione  completa  del  tumore   in  quanto  le
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recidive a partire da margini residui sono molto frequenti.  L'esame istologico dei
margini è per questo molto importante. La cavità orale rappresenta una delle sedi più
difficili  dalle  quali  asportare  il  tumore  soprattutto  nelle  razze  brachicefale  (Poli,
2007).
In alcuni casi eseguire la mandibolectomia può essere una soluzione migliore rispetto
alla  chirurgia  convenzionale,  ma  il  problema  della  possibilità  di  avere  metastasi
permane. I soggetti che beneficiano maggiormente della chirurgia sono quelli con
melanomi allo stadio II o III. 
Se il melanoma è oculare il trattamento chirurgico varia in base alla sede:
-palpebrale:asportazione  palpebrale,  tuttavia  nelle  razze  brachicefale  risulta  molto
difficile;
-nel melanoma della terza palpebra è necessaria una terapia aggressiva e se i margini
di resezione richiesti sono ampi è necessaria l'enucleazione transpalpebrale;
-melanoma epibulbare: resezione della cornea e della sclera a tutto spessore associate
a tecniche di innesto  per mantenere l'occhio funzionale. Tuttavia anche in questo
caso la percentuale di recidiva è elevata e l'enucleazione rimane l'unica soluzione
possibile;
-melanoma uveale: enucleazione.
Nel melanoma subungueale invece l'amputazione del dito o dell'arto rappresenta la
scelta elettiva. In tal caso il tempo di sopravvivenza è approssimativamente stimato a
12 mesi.  
L'asportazione completa del  tumore può essere spesso difficoltosa e  le recidive a
partire dai margini residui sono numerose. In tal caso e vista anche la percentuale
elevata di metastatizzazione della neoplasia potrebbe essere valutata la possibilità di
eseguire un trattamento chemioterapico. Purtroppo però numerosi studi dimostrano la
scarsa efficacia di tali farmaci; tra i tumori cutanei il melanoma è considerato il più
aggressivo  e  il  più  resistente  alle  terapie.  Anche  nell'uomo  la  risposta  ai
chemioterapici risulta debole; soprattutto negli stadi III e IV sarebbe necessario un
trattamento  sistemico,  purtroppo  scarsamente  applicabile.  Nella  chemioterapia
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convenzionale  sono  state  utilizzate  molecole  alchilanti  come  la  Fotemustina,
Decarbazina,  Temozolomide  che  innescano  meccanismi  citotossici  in  grado  di
bloccare la  replicazione cellulare.  Purtroppo però tali  chemioterapici  raggiungono
solo  il  10%  del  loro  obiettivo  e  non  inducono  miglioramenti  nella  prognosi
(Bertolotto, 2013).
Sul cane invece sono stati condotti studi sull'uso del Carboplatino sia a livello loco-
regionale  che a  livello  sistemico e  in  concomitanza con trattamenti  radioterapici.
Tuttavia i risultati sono simili a quelli riscontrati in medicina umana. La tossicità del
Carboplatino  riscontrata  in  presenza  di  melanomi  cutanei,  digitali  e  orali  è
relativamente bassa ed il farmaco risulta essere ben tollerato. Anche l'associazione di
Carboplatino e piroxicam risulta essere attiva, ma non ci sono miglioramenti nella
sopravvivenza dei pazienti dopo il trattamento chirurgico (Brockley et. al., 2013).
Di recente interesse ed in via di sperimentazione è la vaccinazione nei soggetti affetti
da melanoma, argomento che sarà approfondito in seguito.
3.  L'istiocitoma cutaneo
3.1  Classificazione
La classificazione delle neoplasie istiocitiche è argomento controverso.  Nel  corso
degli anni  le linee guida per la  diagnosi ed il trattamento di queste patologie hanno
subito dei cambiamenti a causa della mancanza di marcatori chimici che potessero
identificare le cellule  in maniera univoca, la terminologia confusa e la variabilità
clinica (Fulmer e Mauldin, 2007). 
La classificazione più recente riconosce tra le patologie istiocitiche del cane e del
gatto prevede:
• patologie  istiocitiche  che  hanno  origine  dalle  cellule  di  Langherans:
istiocitoma cutaneo, istiocitosi cutanea della cellule di Langherans, istiocitosi
polmonare del gatto;
• patologie istiocitiche delle  cellule  interstiziali  dendritiche e dei  macrofagi:
complesso del sarcoma istiocitico, istiocitosi reattiva (cutenea o sistemica).
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3.2  Epidemiologia
L'istiocitoma cutaneo colpisce prevalentemente i cani, più raramente i gatti.  E' un
tumore comune e nella maggior parte dei casi ha un comportamento benigno. 
Si  presenta  in  genere  come  una  lesione  solitaria;  colpisce  prevalentemente  cani
giovani, fino ai tre anni, ma si può riscontrare in soggetti di tutte le età. Le razze in
cui si riscontra maggiormente sono il Boxer ed il Bassotto.
Può colpire tutte le regioni del corpo,ma il sito più frequente è la testa, in particolare
la pinna auricolare.
In meno dell' 1% dei casi possiamo parlare di istiocitoma multiplo, più comune nella
razza Shar-Pei (Moore, 2014).
3.3  Patogenesi
Con il nome istiociti, nella terminologia più recente, si indicano le cellule dendritiche
(DCs)  o  la  linea  macrofagica.  Le  cellule  dendritiche  possono  essere:  cellule  di
Langerhans,  che si  ritrovano a livello  cutaneo,  nel  tratto  digerente,  respiratorio e
riproduttivo e cellule dendritiche interstiziali che si ritrovano nelle zone perivascolari
di diversi organi. 
I disordini istiocitari comprendono la proliferazione delle cellule di Langerhans o
delle cellule dendritiche interstiziali. Le DCs prendono origine dal midollo e migrano
nel sangue localizzandosi in diversi siti a livello cutaneo o degli epiteli mucosali. In
questi  siti  avviene  la  processazione  degli  antigeni,  dato  che  esse sono tra  le  più
potenti APC e sono in grado quindi di indurre una risposta immunitaria nelle cellule
T vergini (Moore et. al., 2000).  
Le cellule di Langerhans sono DC residenti nell'epitelio della cute e nei siti mucosali.
Esprimono  sulla  loro  superficie  lectina  di  tipo  C  e  langerina  (CD207).
L'internalizzazione della langerina è alla base del processo di formazione dei granuli
di  Birbeck;  essi  sono  delle  strutture  citoplasmatiche  di  forma  caratteristica  a
racchetta, ma dalla funzione ancora non ben definita. Nelle altre specie i granuli di
Birbeck  si  ritrovano  all'interno  delle  cellule  di  Langherans,  il  cane  rappresenta
un'eccezione. In questo caso le cellule di Langherans non contengono tali granuli.
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Inoltre  è  stato  dimostrato  che  la  langerina  nel  cane  presenta  una  delezione
aminoacidica  che  potrebbe influenzare  negativamente  il  legame con il  mannosio.
Dato  che  nell'uomo  la  mutazione  genetica  della  langerina  ha  come  conseguenza
diretta la mancata formazione dei granuli di Birbeck, è stato ipotizzato che nel cane i
disordini a livello delle cellule di Langherans siano associati proprio alla mancanza
dei  granuli  di  Birbeck.  Tuttavia  la  questione  necessita  di  ulteriori  studi  (Moore,
2014).
Per definire l'istiocitoma cutaneo del cane quindi possiamo dire che esso origina da
istiociti che manifestano una differenziazione in cellule di Langherans. Le cellule
dell'istiocitoma infatti, così come le cellule di Langherans in condizioni fisiologiche,
non presentano i granuli di Birbeck; come esse esprimono CD1 e E-caderina, ma
presentano le caretteristiche ultrastrutturali delle cellule dendritiche.
Un'ipotesi molto probabile è che l'istiocitoma possa prendere origine dai precursori
delle  cellule  di  Langherans  (Berres  et.  al.,  2013).  Nelle  altre  specie  sono  stati
identificati  dei  precursori  delle  cellule  di  Langherans,  essi  sono  CD14+  e  non
presentano i granuli di Birbeck, ma possono svilupparli se posti in coltura con TGF-
β1. Nel cane non sono state individuate delle cellule con tali caratteristiche, ma si
ipotizza  che  l'istiocitoma  possa  prendere  origine  anche  dai  precursori  dermici
perivascolari  delle  cellule  di  Langherans.  Ciò  sarebbe  avvalorato  anche
dall'espressione della E-caderina che si presenta stratificata all'interno del tumore; in
particolare essa è più marcata nelle zone più vicine all'epidermide, cioè dove il TGF-
β1 è presente in quantità maggiore (Moore, 2014).
3.4  Aspetti Clinici
Le  lesioni  sono  in  genere  cupoliformi,  con  crescita  esofitica;  possono  essere
parzialmente  o  completamente  alopeciche.  Le  sedi  più  frequenti  sono  la  testa
(soprattutto la pinna auricolare) e gli arti. Frequentemente si ulcerano e presentano
croste ematiche sulla superficie. In genere le lesioni sono solitarie e a comportamento
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benigno,  pur presentando una rapida crescita,  in rari  casi  possono essere presenti
lesioni multiple; ancora più rara è la metastatizzazione ai linfonodi regionali. 
La  neoplasia  può  avere  tendenza  ad  ulcerarsi  e  quindi  essere  sede  di  infezioni
secondarie;  tuttavia in  linea generale non ci  sono ripercussioni sullo  stato clinico
generale del soggetto ad eccezione della dolorabilità della lesione (Moore, 2014).
Uno  degli  aspetti  più  interessanti  dell'istiocitoma  è  la  possibilità  di  regressione,
approfondita più avanti. 
3.5  Diagnosi
I rilievi macroscopici non sono sufficienti per poter formulare una diagnosi certa. 
In questo caso l'esame citologico può essere utile. Ad esso possiamo osservare una
popolazione  pleomorfa  di  cellule  discrete  e  con  citoplasma  basofilo.  Le  cellule
presentano forma rotondeggiante e anisocariosi evidente. I nucleoli sono piccoli e
non sempre evidenti  (Poli  e Ciorba,  2007). La cromatina è distribuita in maniera
regolare  e  puntiforme  intorno  al  nucleolo.  In  fase  di  regressione  invece  l'esame
citologico  presenta  numerosi  linfociti,  di  piccole  dimensioni  e  spesso
quantitativamente  superiori  agli  istiociti.  Effettuando  l'esame citologico  in  questa
fase quindi la diagnosi può risultare difficoltosa (Albanese, 2010).  
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Immagine 2. Aspetto citologico di un istiocitoma, Obiettivo 100X.
3.6  Terapia
Visto il suo comportamento benigno, l'istiocitoma non richiederebbe alcuna terapia.
Tuttavia  per  poter  fare  un  esame  istologico  (in  caso  di  citologico  dubbio)  che
fornisca una diagnosi certa, è auspicabile effettuare una chirurgia. 
Nella maggior parte dei casi la chirurgia è risolutiva e non si presentano problemi di
recidive (Fulmer e Mauldin, 2007).
3.7  Esame istologico
L'istiocitoma presenta delle caratteristiche istologiche variabili, a seconda del grado
di  necrosi,  del  grado  di  infiammazione  secondaria  e  di  regressione  del  tumore.
Generalmente si rileva un infiltrato a livello dermico, di cellule rotonde mediamente
pleomorfe;  esse  posono  essere  distribuite  in  cordoni  o  in  lamine.  Queste  cellule
possono  estendersi  dalla  giunzione  dermo-epidermica  allo  strato  dermico  più
profondo. I nuclei sono ovoidali ed il citoplasma debolmente eosinofilico. Numerose
sono le mitosi ma il grado di atipia è basso. Comunemente possono essere osservati
dei clusters di linfociti maturi e plasmacellule. In alcuni casi le cellule infiammatorie
prevalgono, obliterando gli istiociti neoplastici. Le lesioni spesso sono ulcerate con
vaste aree di necrosi in casi di istiocitomi in regressione, soprattutto a livello dei
margini laterali e profondi (Meuten, 2002).   
In base al grado di infiltrazione di linfociti dell'istiocitoma la  Health  Organization
International  Histological  Classification  of  Tumours  of  Domestic  Animals  ha
stabilito quattro gruppi che individuano gradi di regressione differenti.
Group  Degree  of  lymphocytic  infiltration  Distribution  of  lymphocytic
infiltration:
I nessuna diffusione periferica;
II infiltrazione nodulare moderata periferica;
III infiltrazione nodulare marcata, periferica o diffusa;
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IV maggiore della popolazione di cellule tumorali, nodulare e diffusa all'interno del
tumore (Hendrick et. al., 2009).
Dal punto di vista immunoistochimico invece, l'istiocitoma esprime:
– CD1: media la presentazione degli antigeni lipidici o glicolipidici self o di
origine microbica per le cellule T;
– CD11a/CD18 e  CD11c/CD18:  sono integrine  leucocitiche  che  fanno parte
della stessa famiglia, sono coinvolte nei processi di adesione, migrazione e
fagocitosi; tuttavia il loro ruolo non è stato ancora compreso dettagliatamente
(Uotila et. al., 2013);
– CD44:  coinvolto  in  proliferazione,  adesione,  angiogenesi,  migrazione,
presentazione  di  citochine;  è  espresso  anche  da  cellule  in  condizioni
fisiologiche, ma in caso di neoplasia tale espressione aumenta (Naor et. al.,
2002);
– CD45: essenziale per l'attivazione delle cellule T tramite TCR (Altin e Sloan,
2000);
– MHC II: espressa dalle cellule dendritiche.
Infine  l'istiocitoma  può  esprimere  E-caderina,  ma  la  sua  reale  incidenza  non  è
conosciuta. Infatti essa non è un marker specifico per le cellule di Langherans e non
è espressa in maniera uniforme all'interno della neoplasia. Può essere limitata agli
istiociti  presenti  nell'infiltrato  adiacente  all'epidermide.  Inoltre  la  E-caderina  è
espressa anche dai tumori a cellule rotonde.
Un carattere differenziale può essere l'espressione di CD 90, espressa dalle cellule
dendritiche e non dalle cellule di Langherans che esprimono solo E-caderina (Moore,
2014).
L'espressione della E-caderina è stata correlata anche con la regressione del tumore.
Sembra  infatti  che  le  cellule  di  Langherans,  all'inizio  della  patogenesi  della
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neoplasia,  si  trovino in uno stadio di immaturità;  esse maturerebbero tramite una
down-regulation di E-caderina nella fase di regressione. Attraverso questa evoluzione
le cellule di Langherans diventerebbero capaci di interagire con i linfociti (Pires et.
al., 2009).
4.  Immunogenicità dell'istiocitoma cutaneo e del melanoma a
confronto
I  due  tumori  presi  in  esame presentano  caratteristiche  molto  diverse  tra  di  loro,
soprattutto per ciò che riguarda la risposta immunitaria correlata ad essi.
Nel caso dell'istiocitoma cutaneo la particolarità è la sua possibilità di regressione.
Essa può avvenire in tempi medi stimati intorno a qualche settimana. Addirittura in
tre casi di istiocitoma solitario metastatico su quattro (riportati da un recente studio),
è stata rilevata una regressione nell'arco di uno/due mesi (Moore, 2014).
Quando regredisce la lesione si appiattisce fino a scomparire e residua una macula
depigmentata. Il meccanismo con il quale avviene tale regressione non è stato ancora
chiarito.  Negli  istiocitomi  in  regressione  il  TIL è  costituito  prevalentemente  da
linfociti T CD8+ ad azione citotossica, che vanno quindi a lisare le cellule tumorali.
Tuttavia anche questo aspetto è molto controverso. É stato dimostrato che le cellule
mononucleari  isolate  dalla  neoplasia  hanno  capacità  di  stimolazione  in  vitro,
attraverso la prova MLR (mixed leukocytes reaction) (Bains et. al., 2007).
Da un lato potrebbero essere gli stessi istiociti tumorali a mediare la loro distruzione,
se funzionassero da APC. Dall'altro non è possibile escludere che siano le cellule
dendritiche sia residenti che infiltranti a dare il loro contributo a questo processo.
Tuttavia è molto più probabile che le cellule dendritiche normali  migrino verso i
linfonodi, nei quali presentano gli antigeni ai linfociti T vergini, che reclutano cellule
effettrici  e  cellule  della  memoria.  Il  TIL aumenta  gradualmente  e,  se  la  diagnosi
istologica viene effettuata in uno stadio avanzato della regressione, è necessario porre
in diagnosi differenziale il linfoma di tipo T  (Moore, 2014).
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Nel  caso  del  melanoma  invece  è  stato  dimostrato  che  il  TIL  è  costituito
prevalentemente da linfociti T CD4+ Foxp3+, la cui  migrazione è probabilmente
favorita dalle cellule tumorali.  L'ipotesi  è che le citochine prodotte all'interno del
microambiente tumorale come CCL2, TGF-β e PGE2 possano attrarre e stimolare la
proliferazione di cellule T CD4+ Foxp3+ e favorire la loro conversione in situ in
cellule Treg (Tominaga et. al, 2010).
Il  melanoma  è  costituito  da  cellule  che  esprimono  numerosi  antigeni;  le  cellule
dendritiche sono le più potenti APC e quindi  le più coinvolte nel processo patologico
per la presentazione dell'antigene, data la loro grande espressione di MHC I e MHC
II (Tan et. al., 2013). 
Inoltre agiscono nella costimolazione e come molecole di adesione dei segnali 1 e 2
per la stimolazione di linfociti T vergini. Tuttavia in vivo la risposta dei linfociti T è
scaturita  anche da un terzo segnale,  che evita la  tolleranza dei linfociti  o la loro
mancata  funzionalità  e  che  permette  quindi  l'esplicazione  del  meccanismo  di
attivazione e della memoria. Tale segnale può essere dato da diversi mediatori: IL-2,
antiOX40-agonista,  CpG,  anti4-1BB (Suriano et.  al.,  2013).  Considerando che  in
alcuni  casi  la  chirurgia  e  la  chemioterapia  possono  raggiungere  risultati  limitati
(come  visto  in  precedenza),  l'obiettivo  presente  e  futuro  è  la  formulazione  di
protocolli vaccinali per la terapia del melanoma metastatico. Visto il coinvolgimento
delle cellule dendritiche, una delle funzioni ricercate nel vaccino è correlata ad esse.
In particolare la CpG, citosina-fosfato-guanosina che attiva TLR (tool like receptor),
è stata utilizzata con lo scopo di indurre un'azione dannosa nei confronti delle cellule
dendritiche;  a  sua  volta  questa  azione  va  a  stimolare  la  funzione  citotossica  dei
linfociti T dei linfonodi sentinella (Topfer et. al., 2011).
I vaccini formulati fino ad ora hanno indotto una risposta immunitaria anti-tumorale,
ma  non  hanno  riportato  significativi  miglioramenti  nelle  condizioni  cliniche  dei
pazienti.  Uno  dei  principali  ostacoli  è  il  controllo  dell'equilibrio  immunitario;
sull'attività del vaccino influisce negativamente la presenza delle cellule Treg. 
I  linfociti  Treg  svolgono  la  loro  funzione  attraverso:  TGF-β,  IL10,  CTLA4,  o
attraverso  il  sequestro  di  IL2  tramite  l'espressione  di  CD25 (come  vedremo  più
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avanti). Alcune molecole come la ciclofosfamide sono stata utilizzata nel tentativo di
ridurre i linfociti Treg; i risultati sono stati scarsi, date che l'eliminazione di essi è
associata  a  una  riduzione  concomitante  delle  cellule  T  CD8+.  Una  riduzione
transitoria dei Treg è data anche dalla somministrazione di immunotossine mirate su
CD25 che hanno un'azione citotossica sulle cellule che esprimono affinità elevata
verso il recettore IL2. Tuttavia la tecnica necessita ancora di miglioramenti (Tan et.
al., 2013).
Anche in medicina umana, vista la scarsa efficacia del trattamento chemioterapico, le
ricerche sono volte ad un trattamento immunoterapeutico efficace. Le aree sulle quali
si  sono  focalizzati  gli  studi,  sono  principalmente  quattro:  le  citochine  immuno-
attivanti, gli anticorpi immuno-modulanti, cellule T e vaccini (Suriano et. al., 2013).
La FDA (Food and Drug Administration) ha approvato l'uso della citochina IL-2,
essa  ha  però  il  limite  di  essere  associata  a  tossicità  elevata.  Nel  2011  è  stato
approvato dalla FDA l'uso clinico del vaccino Ipilimumab (anti-anticorpo CTLA4,
peptide gp100)  su pazienti con melanoma per la deplezione dei linfociti Treg (Tan
et. al., 2013). Esso è un anticorpo immunostimolatore che ha la capacità di aumentare
la funzionalità dei linfociti T CD8+ e di inibire i linfociti Treg attraverso il blocco di
CTLA4. Tuttavia ciò rende difficile la valutazione della risposta al vaccino DC-based
che ha  lo  scopo di  indurre  una risposta  immunitaria  primaria  contro gli  antigeni
associati al tumore. Un'altra molecola il cui utilizzo è stato approvato in passato dalla
FDA è  la  Vemurafeniba,  che  inibisce  l'espressione  del  gene  BRAF.  Esistono poi
vaccini il cui meccanismo di azione è associato alla controversa immunogenicità del
melanoma.  Identificando  antigeni  associati  al  melanoma  (MAAs)  rilevanti
clinicamente,  è  stato  formulato  un  vaccino  contenente  quattro  linee  cellulari
allogeniche:  Mel-2,  Mel-3,  Mel-4  e  Mel-B.  Il  vaccino  prende  il  nome  di  VMO
(vaccinia  melanoma  oncolysate)  o  vaccino  di  prima  generazione  e  si  riportano
risultati positivi. Nonostante ciò VMO necessita di miglioramenti in maniera tale che
si ottenga una presentazione ottimale di MAAs al sistema immunitario includendo
delle  linee cellulari  di  melanoma che esprimano antigeni  HLA (human leukocyte
antigens) (Suriano et. al., 2013).
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In medicina Veterinaria nel 2010 è stato approvato l'uso di un vaccino xenogenico
contenente DNA tirosinasi umana chiamato Oncept per i melanomi orali allo stadio
II  e  III.  Il  primo  approccio  è  comunque  chirurgico,  ma  considerando  l'elevato
potenziale  metastatico  di  tale  neoplasia,  si  può  contemplare  la  possibilità  della
somministrazione  di  tale  vaccino.  I  soggetti  vengono  sottoposti  ad  una  prima
iniezione sottocute ogni due settimane per quattro volte, seguiti da un richiamo ogni
sei mesi. Il vaccino contiene un frammento di DNA di tirosinasi umana che viene
inserito in un plasmide batterico. Ciò innesca nel cane una risposta immunitaria verso
i melanociti neoplastici. Questo vaccino migliora il tempo di sopravvivenza di cani
sottoposti a chirurgia del melanoma orale maligno, può essere inoltre utilizzato come
adiuvante della radioterapia (Ottnod et. al., 2013).
Un vaccino con meccanismo di azione analogo è stato sperimentato per il melanoma
digitale  del  cane.  Esso  è  un  vaccino  xenogenico  formulato  con  DNA tirosinasi
murina, ma non è in commercio. Lo studio riportato a tal proposito ha constatato un
prolungamento della sopravvivenza rispetto ai casi di controllo, trattati solo con la
chirurgia. Il limite nell'uso di questo vaccino è proprio la sua commercializzazione,
in quanto nel lavoro riportato, un terzo dei casi ha avuto un tempo di attesa di due
mesi  prima  di  ricevere  il  trattamento.  Il  numero  di  giorni  trascorsi  prima  del
trattamento è sicuramente un  elemento rilevante, in quanto maggiore è il tempo che
trascorre prima del vaccino, maggiore sarà il rischio di decesso per il soggetto. 
Anche in  questo caso il  vaccino è  preceduto  dal  trattamento  chirurgico.  Tuttavia
sarebbero necessari ulteriori  approfondimenti per poter considerare gli effetti di tale
vaccino vantaggiosi (Manley et. al., 2011). 
Recentemente è stato condotto uno studio basato sull'uso di anti-mouse CD25 mAB
PC61 su modello murino (Tan et. al., 2013). Esso ha dimostrato la sua efficacia nella
deplezione  dei  Treg  tramite  non  solo  la  riduzione  numerica,  ma  anche  grazie
all'inibizione della loro funzione attraverso il blocco del segnale IL2. Nello specifico
la maggior parte i linfociti Treg è ridotta tramite il blocco del segnale IL2 (anticorpo
mediato); una piccola porzione è fagocitata dai macrofagi che esprimono il recettore
FcγRIII.  Tale effetto  ha la  durata  di  circa tre  settimane,  al  termine delle  quali  la
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popolazione  di  Treg  tende  a  ristabilirsi.  Allo  stesso  tempo  ciò  non  provoca
l'abrogazione  dell'immunità  antigene-specifica  tumorale  del  vaccino  DC-based,
nonostante la presenza di un aumento transitorio di CD25 dato dall'attivazione delle
cellule  T.  I  due  fattori  hanno  quindi  un'attività  sinergica,  inoltre  dopo  la
somministrazione  di  mAb  PC61  si  rileva  anche  un  aumento  dei  linfociti  CD4+
indotti dal vaccino, che producono IFN-γ tramite lo stimolo delle cellule tumorali.
Rispetto agli studi precedenti una delle novità emerse sarebbe proprio il ruolo dei
linfociti  CD4+;  la  somministrazione  del  vaccino  sembra  infatti  evitare  l'effetto
citotossico dei linfociti T CD8+. Infine è stato riscontrato un aumento di IL12 che
dimostra che PC61 non ha effetto inibitorio sul sistema immunitario (Tan et.  al.,
2013).
Anche  se  questo  studio  necessita  di   ulteriori  approfondimenti,  l'influenza  dei
linfociti  Treg  nei  processi  trattati  in  precedenza  potrebbe  essere  di  grande
importanza.
5.  Linfociti Treg
Sono linfociti  che hanno origine nel  timo,  sede in  cui  rappresentano il  2-5% dei
linfociti  T  CD4+  e  sono  funzionalmente  competenti.  In  seguito  al  processo  di
differenziazione vengono trasportati alla periferia.    
Il  loro ruolo è quello di prevenire i  meccanismi di autoimmunità,  mantenendo la
tolleranza verso gli antigeni self e l'omeostasi immunitaria; i linfociti Treg vergini
sono CD4+, CD25+, CD45RA+ e una volta differenziati nel timo vengono trasportati
alla periferia, dove sopprimono l'attivazione dei linfociti T potenzialmente reattivi
contro antigeni self. 
Tuttavia  è  stata  riscontrata  un'attività  soppressiva  maggiore  in  alcuni  linfociti  T
CD4+  ripetutamente  stimolati  con  antigeni  presentati  da  non-professional  APCs
(antigen presenting cells)  in vivo e da TGF-β in vitro; tale stimolazione aumenta
l'espressione di CD25 e CD4 e accelera la differenziazione in cellule CD45RA-RO+.
Questo  spiega  la  contemporanea  presenza  nella  popolazione  umana  di  Treg
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CD45RO+ e CD45RO- (precisando che solo le CD45RO+ possono esplicare la loro
attività soppressiva) suggerisce la possibilità per queste cellule di essere generate
anche a livello periferico e non solo del timo. 
Inoltre tale meccanismo spiegherebbe anche la presenza di una popolazione di Treg
che induce tolleranza verso numerosi antigeni, che non sono riscontrabili nel timo
(Kosmaczewska et. al., 2008). 
L'importanza di queste cellule è stata dimostrata anche grazie allo studio dei casi di
deficit o deplezione di Treg in alcuni animali e nell'uomo. Tale situazione è associata
a malattie autoimmuni e a patologie infiammatorie; ad esempio la deplezione di Treg
può  causare  patologie  intestinali  infiammatorie  dovute  ad  un'eccessiva  risposta
immunitaria dell'organismo verso i batteri commensali.
Al  contrario  un  aumento  di  cellule  T  CD25+  CD4+  si  riscontra  in  patologie
allergiche, tolleranza verso organi trapiantati e tolleranza materno-fetale (Sakaguchi
et. al., 2008). Negli animali con neoplasie si riscontra un aumento di cellule T CD4+
Foxp3+  anche  a  livello  ematico  che  è  ancora  più  accentuato  se  sono  presenti
metastasi. 
Inoltre la presenza di cellule T CD4+ Foxp3+ mostra una correlazione positiva con lo
stadio del tumore e una correlazione negativa con la proporzione di Th1 e le cellule T
citotossiche (Garden et. al., 2011). 
5.1  Meccanismo di azione Treg e Foxp3
Possiamo distinguere due sottopopolazioni di linfociti Treg: i natural Treg (nTreg) e
gli induced o adaptive Treg (iTreg).
In  vitro  è  stato  dimostrato  che  le  cellule  nTreg  sopprimono  l'attivazione,  la
proliferazione e il rilascio di citochine delle cellule CD4+ CD8+, anche in assenza di
APC  (Antigen  Presenting  Cells).  Le  nTreg  possono  inoltre  sopprimere  la
proliferazione dei linfociti B e la produzione di immunoglobuline. Inoltre inibiscono
l'attivazione di NK (Natural Killer) e la loro azione citotossica. Le nTreg inibiscono
l'attivazione delle  cellule  T vergini  e  la  funzione delle  Teff (effettrici).  In misura
minore possono sopprimere le cellule T della memoria.  Quindi da un lato i  Treg
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richiedono una  stimolazione  antigenica  per  l'induzione a  iTreg,  dall'altro  l'attività
soppressiva non è antigene specifica (Miyra e Sakaguchi, 2007).
I  linfociti  nTreg  sono  cellule  fisiologicamente  prodotte  nel  timo,  sono
funzionalmente mature, il loro sviluppo e la loro funzione è associata all'espressione
del  fattore  di  trascrizione  Foxp3.  Esso  fa  parte  di  una  famiglia  di  fattori  di
trascrizione non molto numerosa, ma coinvolta in numerosi processi biologici. 
Il nome Foxp3 (Forkhead proteins) deriva dalla caratteristica struttura che presenta,
simile  a  due  punte,  che  ricordano la  forma di  una  forchetta.  Tale  fattore  è  stato
riscontrato per la prima volta nel 1989 in embrioni di Drosophila fork head che a
causa  di  una  mutazione,  presentavano  difetti  a  livello  di  intestino  anteriore  e
posteriore. Negli studi successivi di mappatura genomica è stata provata la relazione
tra il numero di geni forkhead e la complessità anatomica delle varie specie. 
É stata quindi eleborata una nomenclatura in cui l'appellativo Fox è utilizzato per
indicare “Forkhead box”, seguito da una lettera che indica la sottofamiglia (da A a
G), all'interno della quale ogni gene è indicato con un numero arabo (che se scritto in
corsivo indica la proteina e non il gene). Foxp3 è stato studiato in particolare nel topo
ed è per questo definito “scurfina”. La mutazione riscontrata nel topo (scurfy mutant)
era  associata  a  una  proliferazione  di  linfociti  T  CD4+CD8-,  ad  un'infiltrazione
multiorganica e un aumento delle produzione di citochine. Nell'uomo la mutazione
del gene FOXP3 è associata ad anomalie immunitarie, poliendocrinopatie e sindromi
enteropatiche.  La  trasmissione  di  tale  mutazione  è  legata  al  gene  X  recessivo
(Carlsson e Mahlapuu, 2002). 
Esso viene considerato un marker per la linea cellulare Treg, ne regola lo sviluppo e
la sua espressione è attivamente mantenuta nelle cellule mature per esplicare la loro
attività  soppressiva.  La  maggior  parte  di  linfociti  nTreg  prende  origine
preferenzialmente  a  livello  della   midollare  del  timo,  una  piccola  parte  dalla
corticale.  L'espressione  di  Foxp3  è  riscontrata  principalmente  a  livello  di  queste
cellule; una piccola parte è invece espressa a livello di cellule T CD4+ CD8+. 
Un  ruolo  essenziale  per  il  loro  sviluppo  nel  timo  viene  svolto  da  TCR  (T-cell
receptor) e da IL-2. 
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In particolare i linfociti T immaturi del timo possiedono numerose catene di geni
TCR α e β che giocano un ruolo chiave (insieme ai BCRs) nella regolazione delle
cellule immunitarie effettrici. Una delle funzioni più importanti del timo è quella di
eliminare i TCR autoreattivi (Khong et. al., 2004).
I  meccanismi,  adiuvati  dal  fattore  di  trascrizione  AIRE  (regolatore
dell'autoimmunità), sono principalmente due:
• se il TCR di un linfocita T immaturo si lega ad un antigene self o ad un self-
MHC con  scarsa  affinità,  esso  riceve  il  segnale  per  la  maturazione  e  va
incontro ad un processo che prende il nome di selezione positiva. 
In questo caso tale linfocita andrà a riconoscere gli antigeni non-self e nei
self-MHC nel momento in cui raggiungerà la periferia come linfocita T CD4+
CD8+.
• se il TCR di un linfocita T immaturo riconosce un antigene self in un self-
MHC con affinità elevata, esso riceverà uno stimolo che ne favorirà la morte
cellulare. 
Tale processo prende il nome di selezione negativa delle cellule autoreattive
ed avviene nella midollare del timo.
Tuttavia  i  linfociti  T  immaturi  autoreattivi  possono  sfuggire  al  meccanismo  di
selezione negativa. 
Infatti non tutti i geni che codificano per antigeni self sono attivati da AIRE nel timo;
in tal  caso le cellule immature migrano ai  tessuti  linfoidi periferici  sottoforma di
“cellule naive ignoranti”. 
Esse sono autoreattive e hanno la potenzialità di scatenare patologie autoimmuni se
non sottoposte ad un meccanismo di soppressione.
In seguito a stimolazione antigenica ad opera di APC, le  cellule T CD4+ si possono
differenziare in vari sottotipi a seconda delle citochine che intervengono nel processo
(Garg et. al., 2013).                    
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Quando  la  percentuale  di  cellule  T  CD4+  specifiche  verso  antigeni  self  è
particolarmente  elevata,  la  possibilità  di  sviluppare  una  malattia  autoimmune
aumenta. Tuttavia in condizioni fisiologiche il meccanismo soppressivo verso queste
cellule è esplicato  dai linfociti Treg CD4+ CD25+ Foxp3+ (Mays e Chen, 2007).
Per ottenere la conversione del  fenotipo nTreg in  iTreg,  i  linfociti  devono essere
esposti ad antigeni e ciò può avvenire ad opera di diversi tipi cellulari: APC, cellule
dendritiche,  linfociti  B, cellule staminali  mesenchimali.  La risposta può esplicarsi
non soltanto verso antigeni non-self ma anche verso antigeni self, per esempio in
caso di tessuti che presentano infiammazione cronica (Dons et. al., 2012). 
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F  ig.4: CD4+ T-cell lineage specification. Natural Tregs arise in the thymus as 
thymocytes interact with mTEC expressing tissue specific antigens driven by the 
transcription factor AIRE. An increased affinity interaction between the peptide:MHC 
complex andthe TCR along with secondary signals stimulates developing thymocytes to 
express Foxp3 and activates a gene expression profiledriving natural Treg development.
In the periphery, a number of different T-helper (Th) cell lineages exist. The cytokine 
milieu andtranscription factors necessary to initiate their differentiation, as well as the 
soluble factors these cells characteristically express, are presented (Mays, Chain, 
2007).
La conversione dei nTreg in iTreg può avvenire negli organi linfoidi secondari, nei
tessuti infiammati e nei siti di trapianto. La conseguenza è una continua soppressione
verso quelle cellule definite T effector cells (Teff).
Essa  si  verifica  quando avviene  il  contatto  cellule-cellula  tra  nTreg  e  linfociti  T
CD4+ naive; tale elemento è necessario per la conversione. Tuttavia ciò può avvenire
anche senza contatto cellula-cellula, sostituito dalla funzione delle citochine.
Il processo è ancora oggetto di studi ma le principali citochine coinvolte sono IL-2 e
TGF-β.
In particolare nella costimolazione è coinvolto CD28, una molecola presente sulla
membrana della maggior parte dei linfociti. Questo si lega a B7-1 (o CD 80) e B7-2
(o CD  86), due proteine di membrana presenti nelle APCs. L'importanza di CD28
risiede nel fatto che in assenza di essa il  processo di conversione non si realizza
neanche se presente IL-2.
La presenza di IL-2 è essenziale per lo sviluppo dei nTreg, per la loro sopravvivenza
e la loro crescita. Questa citochina è prodotta dalle cellule infiammatorie e stimola le
cellule Teff; stimola inoltre i nTreg che una volta attivati vanno a sopprimere proprio
quelle cellule che in precedenza hanno prodotto IL-2. 
È  stato  provato  che  l'assenza  del  segnale  IL-2  è  associata  a  una  riduzione
dell'espressione di CD25 (porzione del recettore linfocitario per IL-2) e di Foxp3
(Yuan e Malek, 2012). In seguito all'attivazione del segnale di IL-2 tramite CD25 si
ottiene la stimolazione di STAT5, necessario anche per la generazione dei Treg a
livello timico.
Come  risultato  dell'integrazione  di  tali  segnali,  sono  reclutati  alcuni  fattori  di
trascrizione a livello dei loci Foxp3 nel genoma, che ne regolano l'espressione. Il
segnale promotore insieme a STAT5 è dato da NFAT e AP1 (Beyer e Schulze, 2011).
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In questo processo si inquadra anche il ruolo di CTLA-4, Cytotoxic T lymphocyte
antigen-4, strutturalmente analogo al fattore di costimolazione CD28; è denominato
anche CD152 ed agisce principalmente attraverso tre meccanismi:
• competizione con CD28 per il legame con B7-1 e B7-2;
• trasduzione  del  segnale  negativo  che  induce  l'arresto  del  ciclo  cellulare  e
l'inibizione della secrezione di IL-2;
• riduzione delle interazioni tra cellule T e APCs.
Anche se il meccanismo di azione di CTLA-4 non è stato totalmente compreso, è
indubbia  la  relazione  con  i  Treg,  i  quali  esprimono  elevati  livelli  di  CTLA-4
(Friedline et. al., 2004). 
Quindi CTLA-4 può interferire con il segnale di costimolazione di CD28, attraverso
la  deplezione di CD80 e CD86 dalla  superficie  di  APCs; può inoltre attenuare il
segnale TCR per lo sviluppo dei Treg self-reattivi, che altrimenti dovrebbero ricevere
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F  ig. 5: Transcription factors regulating FOXP3 expression (Beyer e Schultze, 2011) . 
un  segnale  sufficientemente  forte  per  indurre  l'apoptosi  per  evitare  la  selezione
negativa. 
Sui Teff CTLA-4 esercita un ruolo inibitorio in contrapposizione con quello di CD28,
indispensabile per la loro proliferazione e attivazione.
In vitro la  totale  perdita  di  espressione di CTLA-4 ha degli  effetti  negativi  sulla
risposta umorale, in quanto le cellule Teff producono elevate quantità di IL-4 che
porta ad un'ipersecrezione di IgE (Wing e Sakaguchi, 2013).
Un'altra  citochina  coinvolta  nella  conversione  dei  nTreg  è  TGF-β,  il  cui  ruolo  è
oggetto di controversie. Come il deficit di Foxp3 e di IL-2 anche quello di TGF-β è
associato a patologie autoimmuni. Tuttavia non è stato stabilito se essa agisca durante
le fasi di sviluppo nel timo o nelle fasi più tardive (Yuan e Malek, 2012).
Il  TGF-β supporta la produzione di iTreg in presenza del segnale di TCR elevato.
Esso promuove il legame di NFAT e Smad3 con la sequenza CNS1 (sequenza non
codificante conservata) di Foxp3; tale segnale è direttamente correlato all'induzione
di Foxp3 nelle cellule iTreg. Per esse CNS1 ha un ruolo essenziale, soprattutto nella
generazione di iTreg a livello dei tessuti linfoidi intestinali; tuttavia esso è implicato
in misura minore anche nella differenziazione dei nTreg (Haiqui et. al., 2011). 
In presenza di basse dosi di TGF- β ed in seguito a stimolazioni TCR dipendenti si
verifica la conversione di linfociti T CD4+ CD25- Foxp3- vergini in linfociti T CD4+
CD25+ Foxp3+ con attività soppressiva. A loro volta tali linfociti secernono TGF- β
o IL-10  per esplicare la loro attività soppressiva. 
Un  altro  aspetto  interessante  emerso  durante  lo  studio  di  TGF-  β  è  che  la  sua
presenza in combinazione con IL-6 (prodotto da Teff e macrofagi),   in  seguito a
infiammazione, può indurre lo sviluppo di una risposta Th17, correlata a patologie
autoimmuni (Mays, Chen, 2007).
Quando TGF- β si combina con IL-6 si realizza la differenziazione di cellule T CD4+
in  cellule  proinfiammatorie  Th17,  piuttosto  che  nel  fenotipo  iTreg  Foxp3+;  ciò
suggerisce  che un ambiente infiammatorio favorisce  l'evoluzione di cellule vergini
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in cellule effettrici, piuttosto che in cellule ad attività soppressiva (Yuan e Malek,
2012).
In questo contesto si mette in evidenza una delle proprietà più importanti dei Treg: la
loro  plasticità.  Infatti  IL-6  può  convertire  delle  cellule  nTreg  Foxp3+  in  Th17.
Questo crea  alcune problematiche rilevanti  nel  trattamento in  vitro dei  Treg,  che
potrebbe invece essere utile nell'approccio clinico delle patologie autoimmuni e nei
trapianti;  infatti,  malgrado la  somministrazione  di  terapie  immunosoppressive,  un
certo grado d'infiammazione è inevitabile.
Inoltre da un lato la compresenza di IL-6 e livelli elevati di TCR/CD28 è associata
all'inibizione  della  differenziazione  di  iTreg  in  cellule  T CD4+ vergini,  dall'altro
quando i  linfociti  T CD4+ vergini  sono stimolati  con anti-CD28 l'espressione  di
citochine IL-17 e IL-9 aumenta e le cellule Foxp3+ diminuisce.
La  generazione  di  cellule  iTreg  può  essere  incentivata  dalla  presenza  dell'acido
retinoico che agisce sinergicamente con TGF-β. Esso induce l'espressione di FoxP3
tramite un meccanismo che ancora è oggetto di studio. La sua funzione può essere
esplicata  sia  con  un  processo  citochina-dipendente  (inibizione  delle  citochine
proinfiammatorie prodotte da cellule T della memoria) che citochina-indipendente,
cioè  in  assenza  di  mediatori  chimici.  L'azione  soppressiva  delle  cellule  iTreg  è
maggiore se l'acido retinoico agisce sinergicamente con TGF-β, piuttosto che se i due
fattori agiscono singolarmente.
Diversamente  non  sono  state  dimostrate  influenze  dell'acido  retinoico  sul
mantenimento e sulla regolazione della funzione di nTreg.
Sono stati quindi sperimentati dei farmaci con lo scopo di influenzare l'attività dei
Treg, uno tra questi è la rapamicina, che ha un ruolo sinergico rispetto a TGF-β. Essa
inibisce  i  Teff  senza  impedire  la  proliferazione  dei  nTreg  e  stimolandone  la
conversione in iTreg (Dons et. al., 2012).
Per  completare  il  processo  di  trascrizione  di  Foxp3,  oltre  alla  sequenza  non
codificante conservata CNS1, sono coinvolte anche altre due sequenze. CNS2 viene
attivato in presenza di un aumento della risposta a TCR e lega i siti per i fattori di
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trascrizione come CREB e STAT5; esso è necessario per l'espressione di Foxp3 nelle
cellule nTreg mature. Infine CNS3 è coinvolto nella generazione di Treg nel timo e
nei siti periferici (Haiqui et. al., 2011).
In conclusione,  l'espressione di Foxp3 avviene nelle fasi più tardive,  in seguito a
stimolazione da parte di TCR; la continua espressione di Foxp3 è necessaria per il
mantenimento dell'attività immunosoppressiva (Samstein et. al., 2012).
Ad oggi Foxp3 è considerato il marker più specifico per i linfociti Treg. In alcune
specie risulta essere citoplasmatico, in altre come il cane è invece nucleare (Niu et.
al., 2011). Tuttavia esso è espresso anche da cellule che risiedono in tessuti normali
come  l'epitelio  ovarico  e  prostatico  e  nelle  cellule  intestinali;  negli  stessi  tessuti
affetti da tumore Foxp3 risulta essere espresso in maniera ridotta. Al contrario in altre
neoplasie  come l'adenocarcinoma pancreatico,  il  melanoma,  il  carcinoma epatico,
l'espressione di Foxp3 risulta essere aumentata (Tan et. al., 2013).
5.2  Treg e immunità tumorale
Non è noto il meccanismo attraverso il quale i linfociti Treg vengano attratti nel sito
tumorale, ma probabilmente le cellule tumorali o i macrofagi infiltranti producono
delle citochine come CCL2 che attirano chemiotatticamente i  Treg CD4+ CD25+
(Topfer et. al., 2011). 
Il  numero  di  Treg  in  alcuni  casi  può  predire  la  sopravvivenza  e  la  risposta  al
trattamento di un tumore in maniera più affidabile rispetto ad altri criteri prognostici
tradizionali  come lo stadio ed il grado. Tale aumento non si riscontra solo a livello
delle lesioni ma anche a livello del sangue periferico; il numero di Treg a questo
livello è maggiore nei soggetti che presentano neoplasie piuttosto che nei sani.
Tuttavia a tal  proposito i  risultati  sono discordanti.  Alcuni sostengono che i  Treg
siano  particolarmente  presenti  in  alcuni  tumori  a  comportamento  marcatamente
maligno. Parallelamente i linfonodi che drenano il tumore sono più ricchi di Treg
rispetto agli altri (Biller et. al., 2007).
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La comprensione del ruolo dei Treg è stata ulteriormente complicata dalla scoperta di
altre cellule,  le Th17, normalmente presenti  a livello intestinale per la risposta ai
batteri in questa sede e a livello dei tessuti linfoidi associati. In particolare resta poco
chiara la relazione esistente tra le cellule Treg e le cellule Th17. Alcuni affermano
che la presenza dei Th17 a livello tumorale sia associata ad una prognosi sfavorevole,
mentre  la  presenza  di  Treg  potrebbe  essere  associata  ad  una  prognosi  positiva.
Probabilmente la capacità dei Th17 di promuovere il tumore è contrastata dall'azione
dei Treg Foxp3+ (Whiteside, 2012). 
I  linfociti  Treg  sono  stati  studiati  in  tumori  diversi  e  hanno  riportato  risultati
discordanti. In Medicina Umana ad esempio, l'aumento dei Treg è stato correlato con
una prognosi negativa e una sopravvivenza ridotta nel caso del tumore al seno. Lo
stesso risultato è stato ottenuto da uno studio condotto sul carcinoma mammario del
cane. Una maggiore presenza di Treg è associata nel caso di questa neoplasia a indici
prognostici  negativi,  come  la  necrosi,  il  grado  istologico  superiore  e  l'invasione
linfatica (Kim et. al., 2012). 
Una  possibile  proprietà  dei  Treg  potrebbe  essere  quella  di  uccidere  le  cellule
dendritiche  mature  attraverso  un  sistema  perforina-granzima  dipendente,  il  quale
andrebbe a prevenire l'azione dei linfociti T citotossici (Campbell e Koch, 2012). 
In uno studio condotto sui seminomi canini è emerso che la maggiore presenza di
Treg nel tumore è associata ad un tipo di neoplasia istologicamnete meno aggressiva;
inoltre i Treg potrebbero avere influenza anche sulla differenziazione delle cellule
tumorali (Kim et. al., 2013).
Nel  melanoma  invece  sono  stati  condotti  degli  studi  in  medicina  umana  che
considerano i Treg marcatori di metastasi e li correlano con tempi di sopravvivenza
ridotti (Niu, 2011). 
In medicina veterinaria è stato visto che i Treg nel melanoma del cane sopprimono
l'immunità cellulo-mediata. In stadi più avanzati del tumore i Treg sono più numerosi
e  probabilmente instaurano una tolleranza  immunitaria  nei  confronti  delle  cellule
neoplastiche, sopprimendo le cellule T citotossiche (Horiuchi et. al., 2010).
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Visti i risultati discordanti emersi anche in medicina umana, l'ipotesi più accreditata è
che l'espressione di Foxp3 possa corrispondere ad una funzione pro o anti-tumorale a
seconda del tipo di tumore (Tan et. al., 2013).
Gli studi sui linfociti Treg sono ancora limitati in medicina veterinaria e il loro ruolo
non è stato ancora compreso totalmente (Kim et. al., 2013).
Per  questo  lo  studio  in  oggetto  prende  in  esame  l'infiltrato,  con  particolare
riferimento ai linfociti Treg, di due tumori dalle caratteristiche molto diverse tra loro.
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PARTE II - Materiali e Metodi
1. Campioni
Sono state prese in esame due popolazioni: la prima rappresentata da 14 campioni di 
istiocitoma cutaneo; la seconda da 20 campioni di melanoma.
Tabella 1. Popolazione 1: 14 campioni di istiocitoma cutaneo. Per ogni campione si 
riportano la razza, il sesso e l'età del soggetto a cui appartiene, la sede dalla quale 
sono stati asportati ed il tipo istologico della neoplasia. 
I campioni sono stati selezionati dall'archivio del Dipartimento di Patologia Animale 
del Dipartimento di Scienze Veterinarie di Pisa. La tabella mette in evidenza tutte le 
caratteristiche dei campioni analizzati: segnalamento dell'animale, sede di 
asportazione della neoplasia e tipo istologico. Anche i campioni di melanoma sono 
stati scelti dallo stesso archivio degli istiocitomi. Le caratteristiche riportate nella 
tabella successiva sono: il segnalamento dell'animale e le caratteristiche istologiche 
del campione; si riportano inoltre le dimensioni della neoplasia, criterio riconosciuto 
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Razza Sesso Età Sede
1 Carlino F 1 Padiglione auricolare I Inizio Regressione
2 Boxer M 6 M Arto Anteriore I Regressione Avanzata
3 M 4 Petto I Inizio Regressione
4 Carlino F 2 Arto Posteriore I Inizio Regressione
5 Meticcio M 3 Palpebra I Inizio Regressione
6 Meticcio M 7 Labbro I Regressione Avanzata
7 Meticcio F 4 Labbro I Regressione Avanzata
8 Bracco Tedesco M 4 Scroto I Inizio Regressione
9 F 11 Collo I Inizio Regressione
10 Dobermann M 1 Spalla I Inizio Regressione
11 Pointer F 3 Arto Posteriore I Inizio Regressione
12 M 3 Arto Posteriore I Regressione Avanzata
13 Corso F 6 Spalla I Inizio Regressione
14 F 2 Coscia I Regressione Avanzata
Istotipo/Diagnosi
Pit Bull
Jack Russel
Shitzu
Rotweiller
dalla classificazione WHO (TNM) dei melanomi. In questa popolazione la 
localizzazione è ancora più importante rispetto alla precedente, in quanto come è 
stato evidenziato in precedenza, tale caratteristica è correlata con il grado di 
metastatizzazione del tumore. 
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Tabella 2. Popolazione 2: 20 campioni di melanoma analizzati. La tabella riporta 
per ogni campione la razza, il sesso e l'età del soggetto a cui appartiene. Inoltre sono
segnalati: la sede dalla quale sono state asportate le neoplasie, il tipo istologico, le 
mitosi per campo, la quantità di melanina presente e le dimensioni.
Razza Sesso Età Sede Istotipo/Diagnosi Indice mitotico Dimensioni Contenuto in melanina
1 Volpino M 11 Cute MM Epitelioide 3 <2 ++
2 Boxer F 12 Digitale MM Epitelioide 3 2-4 +
3 Meticcio M 12 Cute MM Fusato <3 <2 +++
4 Doberman F 10 Digitale MM Misto >4 2-4 +
5 Meticcio M 12 Cavo orale MM Epitelioide >4 >4 ++
6 Mastiff M 10 Cute MM Misto >3 2-4 +
7 Boxer M 10 Cute MM Misto >4 2-4 0
8 Meticcio F 12 Cavo orale MM Fusato 4 <2 0
9 Meticcio M 16 Cute MM Fusato 3 <2 ++
10 Meticcio F 10 Cute MM Misto <3 <2 ++
11 Cocker Spaniel M 13 Cute MM Misto 3 2-4 ++
12 Schnautzer M 10 Cavo orale MM Misto 3 <2 ++
13 Pit Bull F 9 Cute MM Misto >3 >4 ++
14 Meticcio M 14 Cavo orale MM Misto <4 <2 +
15 Meticcio F 8 Digitale MM Misto 3 <2 ++
16 Labrador M 12 Cavo orale MM Misto >4 >4 +
17 Schnautzer M 12 Cute MM Epitelioide >4 2-4 +
18 Meticcio F 10 Digitale MM Fusato <3 2-4 +
19 Meticcio F 11 Cavo orale MM Epitelioide >4 >4 0
20 Meticcio F 11 Cute MM Epitelioide <4 2-4 0
2.  Procedure di laboratorio
Tutti i campioni precedentemente fissati in formalina, sono stati inclusi in blocchetti
di paraffina e tagliati al microtomo in sezioni di 4 μm. 
Le sezioni sono state poste su vetrini SuperFrost e sottoposte ai passaggi successivi.
La  prima  fase  comprende  lo  sparaffinamento  con  due  passaggi  in  Xilolo,  un
passaggio in alcool 100° ed uno in alcool 96°.
Dopo lo sparaffinamento i campioni di istiocitoma sono stati sottoposti direttamente
ad Immunoistochimica, mentre i campioni di melanoma hanno subito un ulteriore
passaggio: il Bleaching.
2.1  Bleaching
Le sezioni di melanoma dopo lo sparaffinamento sono state sottoposte alla procedura
di Bleaching, per migliorare la lettura finale dei vetrini. 
La  presenza  di  pigmento  melanico  potrebbe  ostacolare  la  rilevazione  di  cellule
positive alle procedure dell'immunoistochimica; i melanociti stessi sarebbero difficili
da distinguere dalle cellule positive. Inoltre un'eccessiva quantità di melanina oscura
la morfologia cellulare e può interferire con le interazioni antigene-anticorpo. 
In particolare il cromogeno utilizzato durante la procedura dell'immunoistochimica
(DAB, che vedremo in seguito), è difficilmente distinguibile dal pigmento melanico,
entrambi infatti presentano una colorazione marrone.
Esistono diverse tecniche che permettono di distinguere il pigmento dal cromogeno.
Ad esempio è possibile utilizzare prima il cromogeno DAB che va a marcare con
colorazione marrone gli immunoprodotti e nel passaggio successivo utilizzare Azure
B, il quale marca con colorazione azzurra i granuli di melanina.
Tuttavia  se  i  granuli  di  melanina  sono  particolarmente  abbondanti,  tendono  a
mascherare il citoplasma e le reazioni antigene-anticorpo che qui avvengono. 
Le tecniche di Bleaching più utilizzate sono due: la prima a base di permanganato di
potassio  e  acido  ossalico,  la  seconda  a  base  di  perossido  di  idrogeno  diluito.
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Entrambe hanno dei limiti: la prima pur essendo più rapida riduce l'antigenicità di
alcuni antigeni durante le procedure immunoistochimiche; la seconda non presenta
questo problema, ma richiede tempi più lunghi (Momose et. al., 2011). 
In questo studio è stato ritenuto opportuno utilizzare il perossido di idrogeno proprio
per non alterare l'antigenicità.
Il diluente scelto per il perossido di idrogeno è il PBS (Phosphate Buffered Saline).
Come riferimento è stato preso il protocollo di Momose et. al. 2011, tuttavia esso è
stato modificato. 
È stata eseguita una serie di prove partendo sempre con perossido di idrogeno al 30%
e portandolo al 3%, 5%, 10%, 15% tramite diluizione con PBS; la temperatura è stata
variata dai 50° ai 60° ed i tempi da 2 a 3 ore. 
Il protocollo finale utilizzato è stato il seguente: le sezioni sparaffinate sono state
poste  in  contenitori  Coplin  jar  contenenti  perossido  di  idrogeno  al  10%,  ad  una
temperatura di 55° (raggiunta in apposito fornetto), per 3 ore.
Con questi parametri è stato raggiunto l'optimum nella fase di lettura al microscopio
delle sezioni.
Di seguito si riportano alcuni esempi di prove di Bleaching eseguite sulle sezioni di
melanoma.
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Immagine 5. Bleaching su sezione di 
melanoma, perossido di idrogeno 30%
Immagine 4. Ematossilina-Eosina sezione di melanoma.
 Immagine 7. Bleaching, perossido di idrogeno 10%. Sezione di melanoma.
Immagine 6. Bleaching su sezione di 
melanoma, perossido di idrogeno  15%.
2.2  Immunoistochimica
Tutti i campioni sono stati sottoposti all'esame dell'immunoistochimica; le sezioni di
melanoma in seguito a Bleaching e le sezioni di  istiocitoma cutaneo in seguito a
sparaffinamento. Da ogni campione sono state ottenute tre sezioni, rispettivamente
per  tre  anticorpi  primari  diversi:  Anti-CD3,  Anti-Foxp3,  Anti-CD20.  Per  ogni
immunoistochimica eseguita sono state utilizzate sezioni di linfonodi reattivi come
controllo.
Protocollo:
La prima fase è quella che prevede l'  ”antigen-retrieval”, cioè lo smascheramento
antigenico,  per  ripristinare  ed  ottimizzare  l'espressione  delle  caratteristiche
antigeniche di un tessuto (che potrebbero essere state alterate anche dalla fissazione)
(Shi et. al., 2001). Esso è stato ottenuto attraverso l'utilizzo del calore, ponendo le
sezioni in forno a microonde:
• per le sezioni destinate all'anticorpo primario Anti-CD20 questa fase non è
necessaria;
• le sezioni destinate all'anticorpo primario Anti-CD3 sono state immerse  in
Tampone Citrato a ph 6. Sono stati eseguiti due cicli: il primo a 650 W fino a
raggiungere l'ebollizione, il secondo a 350 W per 13 minuti;
• le sezioni destinate all'anticorpo primario Anti-Foxp3 sono state immerse in
Tris-EDTA, poste in forno a microonde e sottoposte a due cicli: il primo a
650 W per 4 minuti, il secondo a 160 W per 10 minuti.
Dopo questa prima fase i vetrini sono stati lasciati a temperatura ambiente per 20
minuti, al termine dei quali sono stati posti in camera umida; qui si sono svolti tutti i
passaggi successivi. 
Le sezioni sono state delimitate con una penna EmmeEdge Pen (Vector Laboratories,
Burlingame,  CA)  idrorepellente  che  assicura  che  tutti  i  reagenti  messi
successivamente restino a contatto con essa. 
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Innanzi  tutto  è  stata  aggiunta  la  Peroxidase  Blocking  Solution  (Dako  REAL,
Carpinteria, CA), la quale ha la funzione di bloccare le perossidasi endogene che
potrebbero interferire successivamente. Essa ha agito per 10 minuti, al termine dei
quali sono stati eseguiti due lavaggi con soluzione TBS (500 ml TBS 1X, 250  μm
Tween).
Sulla  sezione sono state  versate  due  gocce  di  Ultra-V Block (Thermo Scientific,
Fremont, CA) e dopo 10 minuti sono stati eseguiti altri due lavaggi con TBS.
A questo punto sono stati aggiunti 100 μl di anticorpo primario; ogni primario ha una
sua diluizione specifica ed un tempo di incubazione diverso:
– Anti-CD3 (mouse monoclonal IgG1, Santa Cruz Biotechnology): diluizione
1:50; incubazione 1 ora a temperatura ambiente;
– Anti-CD20 (Thermo Scientific, Fremont, CA): diluizione 1:400; incubazione
1 ora a temperatura ambiente;
– Anti-Foxp3 (anti-human/mouse  Foxp3  purified,  eBioscience):  diluizione
1:50; incubazione overnight a temperatura ambiente.
La diluizione è stata realizzata con la soluzione di lavaggio TBS.
Al termine del tempo di incubazione, sono stati eseguiti due lavaggi; in seguito due
gocce  di  anticorpo  secondario,  (Biotynilated  goat  polyvalent  secondary,  Thermo
Scientific Fremont, CA), hanno agito sulla sezione per 10 minuti. 
Dopo altri due lavaggi, sono state aggiunte due gocce di Streptavidina-Perossidasi
(Streptavidin Peroxidase, Thermo Scentific fremont, CA) per 5 minuti.
In  seguito  a  due  lavaggi  con  TBS,  su  ogni  sezione  sono  stati  versati  100  μl  di
cromogeno DAB (ImPACT DAB Peroxidase Substrate Kit, Vector, Burlingame, CA),
che hanno agito per 10 minuti. 
In  seguito  ad  un  lavaggio  con  acqua  distillata,  i  vetrini  hanno  subito  una
controcolorazione con ematossilina filtrata per 50 secondi.
Le  sezioni  hanno subito  una  maturazione  in  acqua  di  fonte  per  10  minuti  e  poi
disidratati tramite passaggi in alcool 100°, alcool 96°, due passaggi in xilolo. 
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Al termine  della  procedura,  i  vetrini  sono stati  montati  con coprioggetto  tramite
Balsamo di Canada; dopo essere stati lasciati sotto cappa ad asciugare, le sezioni
sono state lette al microscopio.
Per ogni sezione sono stati analizzati 5 campi ad ingrandimento 40X; in ognuno di
essi è stato considerato il numero di cellule positive su 100.
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3. Risultati
La prima popolazione presa in esame è costituita da 14 istiocitomi cutanei; i soggetti
da cui essi provengono appartengono a razza: Carlino per il 14,2  %, meticci per il
21,4 %, mentre Boxer, Pit Bull , Bracco Tedesco, Jack Russel, Dobermann, Pointer,
Shitzu,  Corso e Rotweiller  ciascuna rappresentata dalla stessa percentuale,  cioè il
7,1%.  Il 50% dei soggetti è rappresentato da maschi,  il  50% da femmine, che in
media hanno un'età di 3,9 anni. Le neoplasie sono state prelevate da sedi diverse: arto
posteriore  (21,4%),  spalla  (14,2%),  labbro  (14,2%),  arto  anteriore  (7,1%),  coscia
(7,1%),  collo  (7,1%),  scroto  (7,1%),  petto  (7,1%),  palpebra  (7,1%),  padiglione
auricolare (7,1%). Gli istiocitomi sono per il 64,3 % in Regressione Avanzata, per il
35,7 % ad Inizio Regressione.
La  seconda  popolazione  in  esame  è  costituita  da  20  campioni  di  melanoma
appartenenti per il 50% a soggetti meticci, il 10% a soggetti di razza Boxer, il 10% a
Schnautzer, il  5% a Volpino, il 5% a Labrador, il  5% a Pit Bull,  il  5% a Cocker
Spaniel, il 5% a Mastiff e il 5% a Dobermann. I soggetti sono per il 55% a maschi,
per  il  45%  a  femmine,  con  età  media  di  11  anni.  Per  quanto  riguarda  la
localizzazione, il 50% dei campioni sono cutanei, il 30% sono orali, il 20% hanno
sede  digitale.  I  melanomi  sono  per  il  50% melanomi  maligni  misti,  per  il  30%
melanomi maligni epiteliodi, per il 20% melanomi maligni fusati.
Da  ogni  campione  sono  state  ottenute  tre  sezioni,  sottoposte  rispettivamente  ad
immunoistochimica con anticorpo primario:
• Anti- CD3, marcatore intracitoplasmatico e di membrana;
• Anti- CD20, marcatore intracitoplasmatico;
• Anti-Foxp3, marcatore nucleare.
Le cellule positive all'anticorpo primario utilizzato presentano colore marrone, tipico
del cromogeno DAB (diaminobenzidina) utilizzato per ogni sezione.  La positività
può essere riscontrata a livello nucleare, citoplasmatico o di membrana a seconda
dell'anticorpo  primario  utilizzato.  Di  seguito  si  riportano degli  esempi  di  sezioni
trattate con anticorpi primari diversi. 
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 Immagine 8. Sezioni di istiocitoma. A: anticorpo Anti-CD3; B: anticorpo primario
Anti-CD20; C: anticorpo primario Anti-Foxp3.
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 Immagine 9. Sezioni di melanoma. A: anticorpo primario Anti-CD3; B: anticorpo
primario Anti-CD20; C: anticorpo primario Anti-Foxp3.
Le analisi statistiche sono state realizzate mediante il software SPSS 13 (Statistical
Package for Social Science, IBM, New York, USA). 
Le  due  tabelle  successive  si  riferiscono  alle  conte  eseguite  sui  14  campioni  di
istiocitoma e sui 20 campioni di melanoma. 
Per ciascun campione sono state calcolate la media e la deviazione standard ottenuta
dalle conte eseguite sulle sezioni sottoposte ad anticorpo primario Anti-CD3, Anti-
CD20 e Anti-Foxp3. 
Tabella  3. Popolazione  1: Media  e  Deviazione  Standard  di  ogni  campione  di
istiocitoma cutaneo analizzato; conteggio eseguito con Obiettivo 40X su 5 campi di
100 cellule ciascuno. Media e Deviazione Standard Totali. 
Da questa tabella è rilevabile la presenza nei campioni di istiocitoma analizzati di un
infiltrato linfocitario costituito da una media elevata di linfociti T CD3+; più basse
sono le medie di linfociti B CD20+ e di linfociti Treg Foxp3+. 
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Campione CD3+/5 Conte cellulari CD20+/5 Conte cellulari Foxp3+/5 Conte cellulari
Media Media Media
1 17,2 8,8 2,6 0,9 3,4 1,5
2 36,8 8,4 9,2 8 1,2 0,8
3 50,4 8,8 5,6 3,4 8,4 5
4 50 6,8 1,2 1,1 3,6 2,5
5 48,2 5,8 2,4 2,3 6 2,1
6 43,2 12 2 0,7 7,2 3,7
7 55,8 6,6 7 2,9 17,6 8,1
8 61,6 2,1 7,8 4,6 4 2
9 32,4 9,2 2,6 2,8 3,2 1,8
10 38,2 3,8 7,4 2,4 1,2 0,8
11 38,8 7,7 7,2 3,6 7 3,6
12 35,4 3,7 2,4 1,1 9,2 3,6
13 29,2 3 16,4 5,9 3,6 3
14 45,4 7,2 0,4 0,5 5,6 1,1
Totali 41,6 12,9 5,3 5,2 5,8 1
Dev. St. Dev. St. Dev. St.
La  Deviazione  Standard  riferita  alle  conte  totali  dei  linfociti  CD20+  è
proporzionalmente più elevata rispetto a quella riferita ai linfociti Foxp3+; ciò indica
che le medie dei linfociti Foxp3+ sono più uniformi rispetto a quelle dei CD20+.
Anche in questa popolazione l'infiltrato linfocitario risulta essere costituito da una
media maggiore di linfociti T CD3+, rispetto ai linfociti CD20+ e Foxp3+. Anche in
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Tabella 4. Popolazione 2. Media e Deviazione Standard di ogni campione di 
melanoma analizzato. Conta eseguita a microscopio con Obiettivo 40X su 5 campi
di 100 cellule ciascuno. Media e Deviazione Standard Totali.
Campioni Sede CD3+/5 Conte Cellulari CD20+/5 Conte Cellulari Foxp3+/5 Conte Cellulari
Media Dev. St. Media Dev. St. Media Dev. St.
1 Cutaneo 20,8 8,6 2,6 1,5 0,2 0,4
2 Cutaneo 37,6 5,3 3,6 3 0,8 0,8
3 Cutaneo 16 3,8 2,2 2,2 0 0
4 Digitale 37,2 8,3 0,8 1,1 0,6 0,5
5 Orale 36,6 9,2 13,4 3,6 0,8 0,8
6 Cutaneo 22,6 4,8 1,2 1,3 0,8 1,1
7 Cutaneo 7 6,5 0,6 1,3 0 0
8 Orale 22,4 5,9 0,4 0,9 0,4 0,5
9 Cutaneo 30,2 10,2 2,4 2,1 0,6 0,5
10 Cutaneo 38,4 8,9 1 1,7 0,6 0,9
11 Cutaneo 31,8 4,7 1,8 2,7 0 0
12 Orale 49,2 9,1 0,2 0,4 2,4 1,8
13 Cutaneo 57,6 10,4 23,2 3,3 0,4 0,5
14 Orale 44,4 8,6 7,4 5,5 1,6 1,1
15 Digitale 57,8 5,9 1,4 3,1 0,8 0,8
16 Orale 2,4 2,9 1,6 2,3 0 0
17 Cutaneo 27,4 8,1 13,6 2,3 0,2 0,4
18 Digitale 14,8 8,9 4,4 5,2 1 1
19 Orale 66,8 7,4 1,6 1,1 8 3,4
20 Cutaneo 52,6 4 8,2 8 0,4 0,9
Totali 33,7 18,4 4,6 6,5 1 2
questa popolazione la Deviazione Standard delle conte eseguite per i linfociti CD20+
risulta essere in proporzione maggiore rispetto a quella dei linfociti Foxp3+. 
L'infiltrato  linfocitario  delle  due  popolazioni  pertanto,  presenta  caratteristiche
diverse. Esse sono messe a confronto nella tabella successiva.
La popolazione di istiocitomi cutanei e quella di melanomi riportano risultati diversi
tra  loro; in particolare si  mette  in  evidenza anche la  differenza tra  i  campioni di
melanoma  a  seconda  della  loro  sede.  I  melanomi  cutanei  sono  stati  analizzati
separatamente dagli  orali  e digitali,  in quanto riportano una minore tendenza alla
metastatizzazione e sono quindi considerati meno maligni rispetto agli altri.
La  varianza  mette  in  evidenza  la  significatività  dei  risultati  delle  popolazioni  a
confronto.
I grafici illustrati di seguito riportano per ogni campione: la media ed il suo intervallo
di confidenza al 95% (con i rispettivi limiti superiore ed inferiore), la mediana, la
varianza,  la  deviazione  standard,  il  massimo  ed  il  minimo  con  il  loro  rispettivo
intervallo, la distanza interquartilica, l'asimmetria e la curtosi.
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Tabella 5. Popolazioni linfocitarie alla periferia delle neoplasie esaminate, (14 
istiocitomi e 20 melanomi). Sono riportati Media ed Errore Standard delle 
popolazioni di neoplasie analizzate. Legenda: a = P<0,001 con istiocitoma; b = 
P<0,018 con melanomi cutanei; c = P<0,000 con istiocitoma; d = P<0,012 con 
melanomi cutanei; e = P<0,000 con melanomi cutanei. P indica il parametro 
della varianza. 
Neoplasia CD3+/100 cellule CD20/100 cellule Foxp3/100 cellule
Cutanei 5,8±1,1 0,3±0,1
Melanoma Orali/digitali
Totali
Istiocitoma 41,6±1,5 5,3±0,6 5,8±0,6
31,1±2,1
36,8±3,1 b 3,4±0,7 d 1,6±0,4 e
33,7±1,8 a 4,6±0,6 1,0±0,2 c
Il grafico successivo riporta i risultati ottenuti dalle 5 conte cellulari eseguite sulle
sezioni di istiocitoma cutaneo sottoposte ad anticorpo primario Anti- CD3.
Il grafico indica che i primi 8 campioni ed il campione numero 11 presentano degli
intervalli di distribuzione più ampi, che oscillano da 15 a 32; i campioni 8, 9, 10, 12,
13, 14 invece, presentano intervalli di distribuzione più ristretti, che oscillano da 8 a
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Grafico 1. Linfociti CD3+ dei 14 istiocitomi cutanei analizzati risultanti dalle 5
conte  cellulari  eseguite  con  Obiettivo  40  X.  Ogni  caso  è  indicato  con  #  (che
sostituisce  il  numero  dell'archivio  di  riferimento)  seguito  da  un  numero
progressivo. Per ogni campione i valori riportati sono compresi tra il 25esimo e il
75esimo percentile, o distanza interquartilica; la banda colorata indica l'intervallo
di distribuzione ed è compreso tra il limite minimo ed il limite massimo. La banda
nera orizzontale corrisponde al valore della mediana. Il simbolo o e * indicano le
conte che si sono discostate in maniera significativa dalle altre (outlier e estremo
rispetto al 75esimo percentile) 
18. Questo dato indica che le 5 conte dei linfociti CD3+ hanno riportato risultati più
uniformi nel secondo gruppo di campioni rispetto al primo.
Nel  grafico  seguente  sono  riportati  i  risultati  ottenuti  dalle  conte  cellulari  delle
sezioni di melanoma sottoposti ad anticorpo primario Anti-CD3.
Dal grafico n° 2 è rilevabile la scarsa uniformità dei risultati ottenuti dai campioni di
melanoma. Gli intervalli di distribuzione più bassi si osservano nei campioni numero
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Grafico 2. Linfociti CD3+ ottenuti dalle 5 conte cellulari eseguite ad ingrandimento
40X sulle sezioni di melanoma. La popolazione 1, indicata con il colore blu, indica
la popolazione di melanomi cutanei, la popolazione 2 indicata con il colore verde,
raggruppa i melanomi digitali ed orali. Per ogni campione i valori riportati sono
compresi tra il 25esimo e il 75esimo percentile, o distanza interquartilica; la banda
colorata indica l'intervallo di distribuzione ed è compreso tra il limite minimo ed il
limite massimo. La banda nera orizzontale corrisponde al valore della mediana. Il
simbolo o indica le conte che si sono discostate in maniera significativa dalle altre
(outlier, rispetto al 75esimo percentile) 
2  (cutaneo),  3  (cutaneo),  6  (cutaneo),  7  (cutaneo),  11  (cutaneo),  16  (orale),  20
(cutaneo), nei quali i valori variano da 7 a 13. Il resto dei campioni presenta intervalli
variabili da  16 a 28.
I risultati riguardanti i linfociti CD3+ delle due popolazioni sono messi a confronto
dal grafico seguente.
Il  confronto  tra  le  due  popolazioni  riporta  la  differenza  dei  14  campioni  di
istiocitoma cutaneo (popolazione n°1), con i 20 campioni di melanoma (popolazione
n°2) per quanto riguarda i linfociti T CD3+ presenti nell'infiltrato tumorale. Nella
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Grafico  3.  Linfociti  CD3+  delle  due  popolazioni  a  confronto:   popolazione  1
costituita da  14 istiocitomi cutanei e popolazione 2 costituita da 20 melanomi. Per
ogni  popolazione  i  valori  riportati  sono  compresi  tra  il  25esimo  e  il  75esimo
percentile,  o  distanza  interquartilica;  la  banda  colorata  indica  l'intervallo  di
distribuzione ed è compreso tra il limite minimo ed il limite massimo. La banda nera
orizzontale corrisponde al valore della mediana.
popolazione n°1 l'intervallo è più ristretto, ma la mediana è maggiore rispetto alla
popolazione n°2; nella popolazione di melanomi infatti, l'intervallo è maggiore, ma
la  media è inferiore rispetto a quella di istiocitomi. 
Nel grafico successivo i  melanomi sono stati raggruppati per sede e per grado di
malignità. I cutanei sono stati riuniti in una prima popolazione, i digitali e gli orali in
una seconda.
I  melanomi  orali  e  digitali  hanno  una  mediana  maggiore  rispetto  ai  cutanei  e
riportano una distribuzione maggiore.
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Grafico 4. Linfociti CD3+ ottenuti dal conteggio effettuato su 5  campi ottici dei 
campioni di melanoma analizzati. Popolazione 1: melanomi cutanei; popolazione 2: 
melanomi digitali ed orali. Per ogni popolazione i valori riportati sono compresi tra 
il 25esimo e il 75esimo percentile, o distanza interquartilica; la banda colorata 
indica l'intervallo di distribuzione ed è compreso tra il limite minimo ed il limite 
massimo. La banda nera orizzontale corrisponde al valore della mediana.  
I risultati ottenuti dall'analisi delle sezioni trattate con anticorpo primario Anti-CD20,
non hanno riportato risultati particolarmente significativi. 
Il grafico riporta per ogni campione i dati ottenuti dalle conte cellulari dei linfociti
CD20+. Le mediane dei campioni sono basse. Il campione n°2 presenta un intervallo
di distribuzione elevato rispetto agli altri. I risultati dei singoli campioni sono poco
uniformi tra di loro.
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 Grafico 5. Linfociti CD20+ ottenuti dalle 5 conte cellulari eseguite su ogni sezione
di  istiocitoma  cutaneo.  Ogni  caso  è  indicato  con  #  (che  sostituisce  il  numero
dell'archivio di riferimento) seguito da un numero progressivo. Per ogni campione i
valori  riportati  sono compresi  tra il  25esimo e il  75esimo percentile,  o  distanza
interquartilica; la banda colorata indica l'intervallo di distribuzione ed è compreso
tra il limite minimo ed il limite massimo. La banda nera orizzontale corrisponde al
valore della mediana. Il simbolo o e * indicano le conte che si sono discostate in
maniera significativa dalle altre (outlier e estremo rispetto al 75esimo percentile). 
Ciò risulta ancora più marcato nella popolazione di melanomi, riportata nel grafico
successivo.
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 Grafico 6. Linfociti CD20+ rilevati durante le 5 conte cellulari su ogni campione di
melanoma analizzato. La C indica i melanomi cutanei, la O gli orali e la D i digitali.
Per  ogni  campione i  valori  riportati  sono compresi  tra  il  25esimo e  il  75esimo
percentile,  o  distanza  interquartilica;  la  banda  colorata  indica  l'intervallo  di
distribuzione ed è compreso tra il limite minimo ed il limite massimo. La banda nera
orizzontale corrisponde al valore della mediana. Il simbolo o e * indicano le conte
che si sono discostate in maniera significativa dalle altre (outlier e estremo rispetto
al 75esimo percentile) 
Gli intervalli di distribuzione sono abbastanza ristretti, solo quello del campione n°18
risulta maggiore rispetto agli altri. Alcuni campioni (n° 4, 7, 8, 10, 11, 12, 15, 16)
riportano mediane uguali a 0.
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Si riportano infine i risultati ottenuti dall'analisi delle sezioni sottoposte ad anticorpo
primario Anti-Foxp3. Il grafico successivo si riferisce all'analisi statistica delle conte
eseguite sulle sezioni di istiocitoma. 
Grafico  7. Linfociti  Foxp3+  ottenuti  dalle  5  conte  cellulari  eseguite  su  ogni
campione  di  istiocitoma cutaneo.  Ogni  caso  è  indicato  con  #  (che  sostituisce  il
numero dell'archivio di riferimento) ed un numero progressivo. Per ogni campione i
valori  riportati  sono compresi  tra il  25esimo e il  75esimo percentile,  o  distanza
interquartilica; la banda colorata indica l'intervallo di distribuzione ed è compreso
tra il limite minimo ed il limite massimo. La banda nera orizzontale corrisponde al
valore della mediana. Il simbolo * indica le conte che si sono discostate in maniera
significativa dalle altre (estremi rispetto al 75esimo percentile). 
I campioni hanno riportato risultati abbastanza variabili; la maggior parte di essi ha
un intervallo di distribuzione ristretto, altri campioni come il n° 3, 7, 12 presentano
intervalli più ampi. Le mediane variano tra valori compresi da 1 a 17. 
Risultati  diversi  si  evidenziano dalle conte eseguite sulle sezioni  di  melanoma in
seguito riportati.
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Grafico  8.  Linfociti  Foxp3+  rilevati  nelle  5  conte  cellulari  eseguite  su  ogni
campione di  melanoma cutaneo(C),  digitali  (D),  orali  (O).  Per  ogni  campione i
valori  riportati  sono compresi  tra il  25esimo e il  75esimo percentile,  o  distanza
interquartilica; la banda colorata indica l'intervallo di distribuzione ed è compreso
tra il limite minimo ed il limite massimo. La banda nera orizzontale corrisponde al
valore della mediana. Il simbolo o e * indicano le conte che si sono discostate in
maniera significativa dalle altre (outlier e estremo rispetto al 75esimo percentile) 
I campioni presentano intervalli di distribuzione abbastanza uniformi. Il campione n°
19 si discosta dagli altri presentando l'intervallo e la mediana maggiori. I campioni
n°1, 3, 7, 11, 16, 17 e 20 riportano mediane pari a 0.
In seguito si riporta il grafico che mette a confronto la popolazione di istiocitomi con
la popolazione di melanomi.
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Grafico  9. Linfociti  Foxp3+  ottenuti  dalle  conte  cellulari  eseguite  nelle  due
popolazioni di neoplasie: 14 istiocitomi cutanei e 20 melanomi a confronto. Per ogni
campione i valori riportati sono compresi tra il 25esimo e il 75esimo percentile, o
distanza interquartilica; la banda colorata indica l'intervallo di distribuzione ed è
compreso  tra  il  limite  minimo  ed  il  limite  massimo.  La  banda  nera  orizzontale
corrisponde al valore della mediana. Il simbolo o e * indicano le conte che si sono
discostate in maniera significativa dalle altre (outlier e estremo rispetto al 75esimo
percentile) 
Le popolazioni sono molto diverse tra loro. Gli istiocitomi presentano un intervallo
di  distribuzione  più  ampio  e  una  mediana  maggiore  rispetto  ai  melanomi.  La
dispersione dei risultati è maggiore nella popolazione dei melanomi rispetto a quella
degli istiocitomi; nella prima sono presenti 8 outliers, nella seconda ne sono presenti
2.
Come visto in precedenza, i campioni di melanoma sono stati ulteriormente suddivisi
in due popolazioni, seguendo come criterio la tendenza alla metastatizzazione.
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Grafico 10. Linfociti Foxp3+ ottenuti dall'analisi dei campioni di melanoma. Essi 
sono stati  raggruppati in: popolazione 1, melanomi cutanei e popolazione 2 
melanomi orali e digitali. Per ogni campione i valori riportati sono compresi tra il 
25esimo e il 75esimo percentile, o distanza interquartilica; la banda colorata indica 
l'intervallo di distribuzione ed è compreso tra il limite minimo ed il limite massimo. 
La banda nera orizzontale corrisponde al valore della mediana. Il simbolo o e * 
indicano le conte che si sono discostate in maniera significativa dalle altre (outlier e
estremo rispetto al 75esimo percentile) 
Le  due  popolazione  messe  a  confronto  riportano  caratteristiche  diverse.  La
popolazione di melanomi cutanei presenta una mediana uguale a 0 a differenza degli
orali e digitali in cui è maggiore. La popolazione di melanomi cutanei presenta 7
outliers;  quella  di  melanomi orali  e  digitali  presenta un intervallo  più ampio e  4
outliers.
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4. Discussione
Le indagini hanno consentito di caratterizzare le diverse sottopopolazioni linfocitarie 
presenti alla periferia dei diversi tumori. Nella popolazione di istiocitomi cutanei la 
media di linfociti T CD3+ è risultata essere maggiore rispetto a quella della 
popolazione di melanomi. I melanomi cutanei, in genere meno maligni, hanno 
presentano una media significativamente inferiore di linfociti CD3+ rispetto al 
gruppo di melanomi digitali ed orali. Questo evidenzia la presenza di una risposta 
immunitaria nei confronti sia dell'istiocitoma che del melanoma. Nell'istiocitoma 
cutaneo una presenza maggiore di linfociti T CD8+ è stata correlata ad una fase 
avanzata di regressione della neoplasia (Bains et. al., 2007). 
Per quanto riguarda la presenza di linfociti CD20+ i risultati ottenuti sono meno 
significativi. Tuttavia anche in questo caso si riscontra una media superiore nei 
campioni di istiocitoma rispetto a quelli di melanoma. La media nei melanomi orali e
digitali in questo caso è invece inferiore rispetto ai cutanei. La presenza di cellule 
CD20+ all'interno dell'infiltrato linfocitario del tumore è argomento meno studiato. 
In bibliografia si riportano risultati discordanti a proposito della presenza di linfociti 
CD20+ nell'infiltrato del melanoma. Un recente studio ha correlato la presenza di 
una percentuale >15% di linfociti B, in relazione al totale dei linfociti appartenenti 
all'infiltrato del melanoma cutaneo, ad una prognosi negativa e a tempi di 
sopravvivenza più brevi (Rodriguez et. al., 2014). Tuttavia tale aspetto necessita di 
ulteriori approfondimenti.
Per quanto riguarda la presenza di linfociti Treg Foxp3+ nei campioni analizzati, la 
popolazione di istiocitomi cutanei ha riportato una media di linfociti Foxp3+ 
maggiore rispetto alla popolazione di melanomi. 
Nel gruppo dei melanomi cutanei si è riscontrata scarsa consistenza di infiltrato con 
linfociti Treg, mentre nelle forme più aggressive questa sottopopolazione linfocitaria 
è risultata maggiormente presente, come in accordo con quanto affermato in 
letteratura. 
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In Medicina Umana la presenza di elevati livelli di linfociti Treg  nel melanoma è 
stata correlata alla soppressione della risposta immunitaria anti-tumorale, quindi ad 
una prognosi negativa ed è stato ipotizzato che la deplezione dei linfociti Treg 
potrebbe migliorare l'efficacia dei vaccini (Niu et. al., 2011). 
Anche  in  Medicina  Veterinaria  è  stata  riscontrata  la  medesima  correlazione  tra
linfociti  Treg  e  prognosi,  queste  cellule  infatti  indurrebbero  una  tolleranza
immunitaria verso il melanoma (Horiuchi et. al., 2010). I risultati di questo studio
confermano questa correlazione, infatti la media di linfociti Treg risulta essere più
elevata  nei  melanomi  orali  e  digitali,  che  generalmente  presentano  un
comportamento maligno, rispetto ai melanomi cutanei.
In  contrasto  con  quanto  sopra  esposto,  nella  nostra  indagine  nei  melanomi
maggiormente aggressivi sono stati osservati più CD3+ rispetto alle forme cutanee.
Infatti, vista la maggior presenza di linfociti Treg, era attesa una minor presenza di
linfociti T negli infiltrati attorno a queste neoplasie. Questa discrepanza può essere
imputata al ridotto numero di campioni presi in esame ed impossibilità di considerare
tutte le altre variabili che possono influenzare la risposta immunitaria dell'ospite (es.
presenza  di  fenomeni  di  necrosi,  sovra  infezioni  batteriche  della  neoplasia,  etc.),
oppure ad un diverso comportamento del melanoma nella specie canina.
Il risultato ottenuto sugli istiocitomi cutanei invece non può essere confrontato con
altri studi presenti in letteratura. Non sono stati riscontrati lavori sui linfociti Treg
negli istiocitomi o studi comparabili con il presente. Probabilmente gli istiocitomi
appartengono a quel gruppo di neoplasie, come i seminomi (in cui la presenza dei
Treg è associata a tipi istologici meno aggressivi), in cui i linfociti Treg sarebbero
correlati ad una prognosi positiva (Kim et. al., 2013).  
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5. Conclusioni
In primo luogo le nostre indagini evidenziano come le due neoplasie prese in esame
siano strettamente influenzate dalla risposta immunitaria dell'ospite. La presenza di
una risposta immunitaria anche nei confronti  del melanoma maligno, conferma la
possibilità di intervenire con un'immunoterapia su questa neoplasia, come già visto e
provato con  diversi protocolli terapeutici.
Il presente studio quindi concorderebbe con quanto affermato in Medicina Umana da
Tan et. al. nel 2013, ovvero che l'espressione di Foxp3 corrisponde ad un'attività pro
o anti-tumorale a seconda del tipo di neoplasia.
L'istiocitoma  cutaneo  apparterebbe  quindi  a  quella  classe  di  tumori  nei  quali  la
presenza  di  linfociti  Treg sarebbe correlata  con una  prognosi  positiva,  mentre  la
presenza di linfociti Treg nel melanoma sarebbe legata ad una prognosi negativa. Ciò
è confermato anche dal fatto che i melanomi orali e digitali, più maligni, riportano un
maggior numero di linfociti Treg rispetto ai cutanei.
Negli  istiocitomi  cutanei  abbiamo riscontrato  un  numero  maggiore  di  linfociti  T
CD3+ rispetto  ai  melanomi;  ciò  conferma che  la  risposta  immunitaria  dell'ospite
verso  questo  tumore  benigno  riuscirebbe  ad  essere  più  efficiente  e  che
nell'istiocitoma  la  presenza  di  linfociti  Treg  condizionerebbe  positivamente  la
risposta immunitaria dell'ospite. 
Per  quanto  riguarda  i  melanomi,  i  risultati  ottenuti  dovranno  essere  validati  da
ulteriori indagini. Infatti la presenza di una maggiore popolazione di linfociti Treg è
risultata essere associata ad una maggiore aggressività del tumore, come riportato in
letteratura, mentre la presenza di CD3 alla periferia di queste neoplasie dovrà essere
ulteriormente indagata.  
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